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RESUMO 
 
Alterações na estrutura e na expressão de alguns genes são eventos comuns na 
formação e progressão de diversos tumores e possuem relevância na busca por 
marcadores de neoplasia ou ainda para a classificação e caracterização molecular de 
tumores. Existem na literatura alguns relatos de que as regiões onde estão localizados 
os genes ACHE e EPHB4 (7q22) e os genes BCHE e MME (3q26) apresentam 
amplificações e deleções em diversos tipos de câncer. Além disso, os produtos desses 
genes têm sido descritos com alterações no nível de expressão nessa doença. Com o 
objetivo de verificar se esses genes estão sofrendo alterações no número de cópias, 
analisamos 32 amostras de DNA do tumor e do sangue periférico de pacientes de 
câncer de mama, usando a técnica de qPCR e quantificando pelo método da curva 
padrão. Os genes ACHE e EPHB4 apresentaram uma tendência a estar amplificado 
(62,5% vs. 37,5%; p ˃ 0,1; e 53,13% vs. 46,88%; p ˃ 0,5; respectivamente) e os genes 
BCHE e MME uma tendência a estarem deletados (56,25% vs. 43,75% em ambos; p ˃ 
0,5). Essas alterações obtidas nos conjuntos de genes localizados proximamente 
(ACHE-EPHB4 e BCHE-MME) mostraram correlação (rs 0.5948; p = 0.0004; rs = 
0.3581; p = 0.0478 respectivamente), indicando uma concordância na alteração da 
estrutura dessas regiões cromossômicas . Adicionalmente avaliamos a expressão 
relativa desses genes em 45 amostras de carcinoma mamário e em 8 amostras de 
tecido normal. Essa análise foi feita por RT-qPCR utilizando o método do Ct 
comparativo (2-ΔΔCt). Observou-se que a expressão dos genes BCHE e MME encontra-
se baixa em quase todas as amostras tumorais (95,6%), no entanto, os genes ACHE e 
EPHB4 não apresentam diferença no número de amostras com maior e menor 
expressão em tumores. A média de expressão de BCHE e MME é significativamente 
maior no tecido normal do que no tumoral (Z = -3,702; p < 0,001 e Z = -4,120; p < 0,001, 
respectivamente). Para os genes ACHE e EPHB4 essa diferença não é observada (Z = 
-0,870; p = 0,385 e Z = -0,025; p = 0,98, respectivamente). Correlacionou-se as 
alterações no número de cópias com os níveis de expressão relativa e verificou-se que 
não existe relação direta entre esses dois fatores para os genes estudados. Também 
não foi encontrado nenhuma relação dessas alterações com os parâmetros 
histopatológicos de cada paciente. Como conclusão, nota-se que não há uma relação 
causal direta dessa alteração do número de cópias com o desenvolvimento do tumor, 
podendo ser esta uma consequência do processo neoplásico, e que de alguma forma 
torna-se vantajoso para a progressão da doença. Além disso, pode-se observar 
também que o perfil de baixa expressão dos genes BCHE e MME é um comportamento 
característico desses genes no tecido tumoral, e por não ter relação direta com a 
tendência à deleção, propõe-se que possa ser regulada por algum outro fator, 
provavelmente algum evento  epigenético. Já o perfil de expressão semelhante dos 
genes ACHE e EPHB4 nos dois tecidos nos permite sugerir que o padrão de expressão 
obtido para esses genes pode ser um evento comum na mama, parecendo não ser 
influenciado pelo processo de carcinogênese. 
 
Palavras-chave: alteração do número de cópias, expressão gênica relativa, câncer de 
mama, região 7q22, região 3q26. 
 
 
ABSTRACT 
 
Changes in the structure and expression of some genes are common events in the 
formation and progression of several tumors and have relevance in the search for neoplasia 
markers or for the molecular characterization and classification of tumors. The regions 
where the ACHE and EPHB4 (7q22) and BCHE e MME (3q26) genes are mapping has 
been reported suffering amplifications and deletions in several types of cancer. And the 
products of these genes are described as showing changes in the level of expression in this 
disease. Aiming to verify whether these genes are undergoing copy number variation, we 
analyzed 32 samples of DNA from tumor and peripheral blood of breast cancer patients, 
using the qPCR technique and quantify by standard curve method. The ACHE and EPHB4 
genes tended to be amplified (62,5% vs. 37,5%; p ˃ 0,1; e 53,13% vs. 46,88%; p ˃ 0,5; 
respectively) and BCHE and MME genes a tendency to be deleted (56,25% vs. 43,75% 
both; p ˃ 0,5). Sets of genes close (ACHE-EPHB4 and BCHE-MME) showed that their 
variations are correlated (rs 0.5948; p = 0.0004; s = 0.3581; p = 0.0478 respectively). 
Further, assess the relative expression of these genes in 45 breast carcinoma samples and 
8 of normal tissue. This analysis was performed by RT-qPCR using the comparative Ct 
method (2
-ΔΔCt
). The expression of BCHE and MME genes is lower in almost every tumor 
samples (95,6%) and the ACHE and EPHB4 genes have no difference to the amount of 
overexpression and lowexpression samples in this tissue. The mean expression of BCHE 
and MME is significantly higher in normal tissue than (Z = -3,702; p < 0,001 e Z = -4,120; p < 
0,001, respectively). To the ACHE and EPHB4 genes this difference does not exist (Z = -
0,870; p = 0,385 e Z = -0,025; p = 0,98, respectively). Correlated the copy number variation 
to relative expression levels, however find that there is no direct relationship between these 
two factors for the genes studied. Found no relation of these alterations with 
histopathological parameters of each patient. It is possible to suggest that the low 
expression profile of BCHE and MME genes is a characteristic behavior in tumor tissue and 
having failed to direct relation with the tendency to deletion, it is proposed that this 
differential expression may be regulated by some other factor probably epigenetic. The 
same expression profile of the ACHE and EPHB4 genes in both tissues, as well as the fact 
that the amount of transcript overexpressed and lowexpressed be equal in breast 
carcinoma, allows us suggest that the expression pattern obtained for these genes may be a 
common event in breast, seems not to be influenced by the process of carcinogenesis 
 
Keywords: copy number variation, relative gene expression, breast cancer, 7q22 region, 
3q26 region.  
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INTRODUÇÃO 
 
No sangue humano encontramos duas enzimas capazes de catalisar a hidrólise 
de ésteres de colina como a acetilcolina, são elas: a acetilcolinesterase e a 
butirilcolinesterase. A primeira é encontrada em várias partes do corpo, mas 
principalmente nas junções neuromusculares, desempenhando papel importante na 
neurotransmissão colinérgica (MASSOULIÉ et al.; 1993). Já a butirilcolinesterase é 
produzida pelo fígado e distribuída por todo o organismo. Embora ainda não esteja bem 
definida sua função biológica, é sabido que hidrolisa preferencialmente a butirilcolina 
(WHITTAKER, 1980), mas também é responsável pelo metabolismo de anestésicos 
como a procaína (GALENKO-YAROSHEVSKII, 2003) 
Em nosso organismo encontramos também endopeptidases, ou endoproteinases, 
que catalisam a quebra de ligações peptídicas entre aminoácidos ao longo da cadeia 
polipeptídica, uma família dessas enzimas é a metaloendoprotease, que possuí um 
metal no seu sítio ativo. A neprilisina, uma proteína integral de membrana pertencente à 
família das metaloendopeptidases exerce função de metabolizar pequenos peptídeos 
como hormônios e neuropeptídeos. É encontrada na superfície de vários tipos celulares 
como no tecido renal, intestino, linfonodos, endotélio vascular e na célula neural 
(TURNER; TANZAWA, 1997).  
Somado a isso, incluímos a família Eph de receptores de tirosina quinase, uma 
importante classe de proteína de transdução de sinais que modulam o crescimento, 
proliferação, sobrevivência e a diferenciação celular, além da adesão célula-substrato. 
(SAHA et al., 2007; PASQUALE, 2005). Esses receptores são classificados de acordo 
com a afinidade de seus ligantes, sendo receptores de efrinas tipo-A e tipo-B. Para esse 
trabalho escolhemos o receptor de efrina tipo B4 (EphB4), um dos receptores mais 
estudados em câncer. (NOREM; PASQUALE, 2007) 
Essas quatro proteínas vêm demonstrando forte relação com a formação ou 
manutenção de células tumorais. Essa relação é demonstrada, por exemplo, pela ação 
das colinesterases no controle da proliferação, adesão e morte celular (LAYER, 1991), 
ou ainda na alteração de suas expressões contribuindo para a progressão de tumores 
(SONG et al., 2003), bem como alterações estruturais em seus genes, como 
amplificações, em células cancerosas (ZAKUT et al., 1990). Já a neprilisina, em 
determinados tipos de câncer, contribui na supressão deste por inibir fatores de 
crescimento celular (SHIPP et al.,1991), mas em outros tipos, o aumento da sua 
expressão pode desencadear a proliferação celular e com isso a progressão do tumor 
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(BAI et al., 2003). Por atuar num complexo sistema de comunicação celular, o receptor 
EphB4 tem sido envolvido em uma vasta gama de doenças. Esses receptores 
participam ainda da migração e invasão de células tumorais, além da formação dos 
vasos sanguíneos que alimentam o tumor e regulam as propriedades das células 
cancerosas. (PASQUALE, 2008) 
Diante das evidências de influência dessas enzimas no processo de 
tumorigênese, e do conhecimento de que suas alterações gênicas, como amplificações, 
deleções e expressão diferenciada, podem interferir na origem e desenvolvimento dessa 
doença, se faz importante a realização de estudos mais abrangentes acerca do 
comportamento dessas modificações genéticas nesses genes, a fim de possibilitar uma 
melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na formação e progressão do câncer. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Aspectos gerais das colinesterases 
 
As colinesterases são esterases que hidrolisam ésteres de colina, como o 
neurotransmissor acetilcolina. Essa reação permite que o neurônio colinérgico volte ao 
estado de repouso após a ativação, evitando assim um acúmulo desse 
neurotransmissor, que produziria um super estímulo do músculo e, como consequência, 
debilidade e cansaço (GOODSELL, 2004). No sangue humano duas enzimas hidrolisam 
a acetilcolina: a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7 AChE) e a butirilcolinesterase (EC 
3.1.1.8 BChE).  
A BChE humana possui homologia de 54% em sua sequência de aminoácidos 
com a AChE de Torpedo californica, e identidade em suas estruturas do sítio ativo por 
possuírem os resíduos de serina, histidina e glutamato, considerados importantes para a 
atividade catalítica de ambas (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989). Embora apresentem 
algumas semelhanças, AChE e BChE são codificadas por genes distintos (GNATT et al., 
1991), no entanto esses genes podem ter surgido a partir de um precursor comum 
(SMALL; MICHAELSON; SBERNA, 1996). 
Essas enzimas podem ser distinguidas pela especificidade ao substrato e 
sensibilidade à inibição por organofosforados, sendo a BChE mais sensível a esse tipo 
de inseticida que a AChE (STURM, 2000). A AChE exibe uma especificidade para a 
acetilcolina e é responsável pela hidrólise desse neurotransmissor nas sinapses 
colinérgicas, enquanto a BChE não é tão específica e catalisa a hidrólise da acetilcolina 
e de outros ésteres (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989). 
Em estudo da comparação entre acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, 
Chatonnet e Lockridge (1989) ressaltam as diferenças na expressão durante a 
diferenciação e desenvolvimento dos tecidos, sendo uma colinestersase substituída pela 
outra durante o desenvolvimento, sugerindo uma complementaridade dos papéis da 
AChE e BChE. 
AChE e BChE se apresentam em formas moleculares globulares, como o 
monômero (G1), dímero (G2) e tetrâmero (G4). Já as formas assimétricas A4, A8 e A12 , 
encontradas somente na AChE, têm como subunidade de um a três tetrâmeros ligados 
por pontes de dissulfeto associados a uma fita de colágeno (MASSOULIÉ; BON, 1982) 
por meio da qual são fixadas à membrana basal em vários locais, como nos eritrócitos e 
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na placa motora terminal (RANG; DALE; RITTER, 2001). A forma G4 está 
provavelmente localizada na membrana celular e a forma A12 nos sítios sinápticos. 
 
Acetilcolinesterase 
 
Também chamada de colinesterase verdadeira, a acetilcolinesterase é um 
componente essencial na neurotransmissão colinérgica por interromper a transmissão 
dos impulsos nervosos pela hidrólise da acetilcolina na membrana pós-sináptica da 
junção neuromuscular. Além das terminações nervosas, pode ser encontrada no 
cérebro, pulmão, baço e eritrócitos (MASSOULIÉ et al., 1993). 
O monômero da AChE é uma proteína alfa/beta (12 folhas β-pregueadas 
envoltas por 14 α-hélices) que contém 537 aminoácidos. Seu sítio ativo é composto por 
dois subsítios: o esterásico, o que contém uma tríade catalítica (Ser 200, His 440 e Glu 
327), responsável pelas funções catalíticas da enzima, e está localizado no fundo de 
uma fenda profunda e estreita dentro da proteína (SUSSMAN et al., 1991). O sítio 
aniônico é carregado negativamente e acomoda o grupo quaternário da acetilcolina, 
encontra-se na superfície da enzima e parece estar envolvido com a inibição alostérica 
da mesma, e ainda, na associação de proteínas heterólogas que ocorre durante a 
sinaptogênese ou na neurodegeneração (BOURNE et al., 2003). 
O gene ACHE dos mamíferos contém 6 éxons e na espécie humana está 
localizado no braço longo do cromossomo 7 (7q22) (EHRLICH et al., 1992; GETMAN et 
al., 1992). O éxon 1 contém a região 5’ não traduzida, o cerne da AChE, que é comum a 
todas as variantes, é codificado pelos exons 2,3 e 4. Os éxons 5 e 6 sofrem rearranjos e 
podem formar variantes dessa enzima (GRISARU et al., 1999). 
O pré m-RNA da acetilcolinesterase pode sofrer recomposição alternativa que irá 
gerar três m-RNAs (BEM AZIZ-ALOYA et al., 1993; TAYLOR; RADIC, 1994). O mais 
conhecido desses mRNAs codifica a forma sináptica da AChE (S), produzido pelos 
exons E1-E2-E3-E4-E6, é o principal transcrito no cérebro e tecido muscular 
(SEIDMANS et al., 1995). O segundo mais comum é formado pela inclusão da 
transcrição do íntron 4,  resultando no transcrito E1-E2-E3-E4-I4-E5-E6 que codifica a 
forma “readthrough” (R), é expresso em células embrionárias e tumorais e é induzido na 
resposta ao estresse fisiológico e inibição da AChE (KARPEL et al., 1994; KAUFER et 
al., 1998). A forma eritrocítica (E) é codificada pelo transcrito E1-E2-E3-E4-E5-E6 e é 
encontrada na forma de dímeros associados com a membrana dos eritrócitos (KEREM 
et al., 1993) (LIAO et al., 1992) (FIGURA 1).  
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Figura 1 - Gene ACHE e suas variantes produzidas por recomposição alternativa: S (sináptica), E 
(eritrocítica) e R (readthrough). E = exon; I = intron. FONTE: Adaptado de Soreq & Seidman, 2001.  
 
 
 
Estudos mostram que a AChE possui atividade extra sináptica, além da sua 
atividade colinesterásica, entretanto, o seu papel “não-clássico” ainda é incerto em 
regiões onde a acetilcolina não está presente, como em células hematopoiéticas, 
osteogênicas e neoplásicas (SOREQ; SEIDMAN, 2001).  
Durante o desenvolvimento do sistema neural, a AChE desenvolve um papel 
morfogênico sugerindo uma função de adesão celular (BIGBEE et al. 1999). Também é 
sugerida a sua participação no processo de diferenciação celular (LAYER, 1991); na 
hematopoiese, regulando a proliferação de células multipotentes e na apoptose de 
células submetidas à diferenciação em eritrócitos ou mielócitos (STEPHENSON et al., 
1996).  
 
Butirilcolinesterase 
 
A butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8), antes chamada de pseudocolinesterase, é 
sintetizada pelas células hepáticas, e encontrada no plasma, músculo liso, pâncreas, 
pele, massa branca do cérebro e coração (WESCOE et al., 1947). Atua na hidrólise 
vários ésteres de colina, e também outros ésteres, como ácido acetilsalicílico (HARRIS, 
1980), e outros compostos como cocaína (CARMONA et al., 2000), heroína 
(LOCKRIDGE et al., 1980) sendo mais eficiente na hidrólise da butirilcolina. 
A butirilcolinesterase do soro tem um papel chave na hidrólise do relaxante 
muscular succinilcolina que é administrado durante a anestesia (KALLOW; GUNN, 
1959). Pacientes portadores de variantes genéticas da BChE, como por exemplo a 
D70G, podem sofrer apneia prolongada quando submetidos a doses padrões dessa 
droga.  
16 
 
No plasma humano é possível verificar as cinco formas moleculares principais da 
butirilcolinesterase existentes no organismo humano: monômero (G1), dímero (G2) e 
tetrâmero (G4), e também o monômero ligado à albumina sérica (G1-ALB) e o tetrâmero 
ligado à uma substância desconhecida (C5). 
G1 é formado por uma cadeia de 574 resíduos de aminoácidos e nove cadeias 
laterais de oligossacarídeos ligadas a nove asparaginas, e o peso molecular é de cerca 
de 90.000 Da. E os dímeros (G2) são formados pela união de monômeros por uma 
ligação dissulfeto intercadeias (LOCKRIDGE et al., 1987). 
O tetrâmero é a forma mais abundante da BChE no plasma. É uma molécula 
tetramérica globular, com peso molecular de aproximadamente 340.000 Da. Tem quatro 
subunidades idênticas arranjadas como dímero de dímeros, isto é, pares de 
subunidades são covalentemente ligadas através de uma única ligação dissulfeto dentro 
dos dímeros, e dois desses dímeros são hidrofobicamente ligados dentro do tetrâmero 
(LOCKRIDGE; LA DU, 1982). As formas moleculares G1, G2 e G4 são parcialmente 
interconversíveis e as formas G1 e G2 podem ser precursoras e/ou produto da 
degradação de G4 (LA MOTTA et al., 1968; MASSON, 1979). 
O gene da butirilcolinesterase (BCHE) está localizado no cromossomo 3 em 
humanos (3q26.1-q26.2), apresenta um comprimento de 64.560 pb e possui 4 éxons e 3 
grandes íntrons (GAUGHAN et al., 1991) (FIGURA 2). O éxon 1 do gene BCHE contém 
sequências não traduzidas, um tamanho de 149 pb e dois potenciais sítios de iniciação 
da tradução, nos códons -69 e -47. O éxon 2, de 1.525 pb, contém 83% de sequência 
codificadora para a proteína madura, incluindo o N-terminal, a serina do sítio ativo, e um 
terceiro possível sítio de iniciação, no códon –28. O éxon 3 possui 167 nucleotídeos e o 
éxon 4, de 604 pb, codifica a porção C-terminal da proteína e a região 3’ UTR, na qual 
foram identificados 2 sinais de poliadenilação, ambos funcionais (ARPAGAUS et al., 
1990). Nesse mesmo estudo, os autores sugerem que esse gene está presente em 
cópia única no genoma humano.  
Embora a função da BChE não esteja completamente esclarecida, é sugerido 
que tenha participação nos mais diversos processos fisiológicos. Em camundongos 
knockout para a acetilcolinesterase, foi demonstrado que a butirilcolinesterase atua 
compensando a AChE podendo substituí-la nas junções neuromusculares, protegendo 
os nervos terminais do acúmulo de acetilcolina, (GIRARD et al.; 2007). Em 
camundongos knockout para a butirilcolinesterase também foi observada essa função 
de hidrólise da acetilcolina, pois animais BChE -/- morriam após administração de um 
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inibidor da AChE. Isso ocorre devido à falta do backup normalmente realizado pela 
BChE (DUYSEN et al., 2007). 
 
 
Figura 2 - Desenho esquemático do gene BCHE com os 4 exons (E1, E2, E3 e E4) e 3 introns (I1, I2 e I3). 
FONTE: Darvesh et al., 2003. (Tradução da autora) 
 
 
Assim como a AChE, a butirilcolinesterase desempenha papel importante na 
regulação da proliferação celular (LAYER, 1991; LAYER; WILLBOLD, 1995). 
 
Neprilisina 
 
A neprilisina (EC3.4.24.11) é uma proteína integral de membrana tipo II 
classificada como metaloprotease por conter o metal zinco no seu sítio ativo, 
pertencendo à família peptidase M13 (RAWLINGS; BARRETT, 1995) Também 
conhecida por endopeptidase neutra (NEP), CD10, encefalinase e antígeno comum da 
leucemia linfoblástica aguda (CALLA), foi primeiramente relatada como uma enzima 
capaz de hidrolisar a cadeia B da insulina em coelhos (KERR; KENNY, 1974). Exerce 
função de endopeptidase hidrolisando oligopeptídeos, com isso, está envolvida no 
processamento e metabolismo de diversos peptídeos, entre eles hormônios, 
imunorregulatórios e neuropeptídeos.  
Por meio de purificação e sequenciamento de cDNA, Devault  et al. (1987) 
revelaram a estrutura primária completa dessa enzima extraída de rim de coelho, 
mostrando ser constituída por 750 aminoácidos, com um pequeno domínio N-terminal 
citoplasmático (27 aminoácidos), uma região transmembrana (23 aminoácidos), e um 
grande domínio extracelular que compreende a maior parte da proteína, onde está o 
sítio ativo (FIGURA 3). Em comparação com uma metaloproteinase bacteriana, a 
termolisina, verificou-se homologia nas sequências de aminoácidos envolvidos na 
atividade catalítica, conferindo uma semelhança estrutural entre ambas. 
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Figura 3 - Estrutura esquemática da neprilisina. FONTE: Saido & Nakahara, 2000. Tradução da autora. 
 
 
A NEP humana foi descrita a partir de estudo com placenta, apresentando uma 
sequência de 742 aminoácidos, uma única região transmembrana próxima ao N-
terminal, e a maior parte da proteína localizada extracelularmente, mostrando uma alta 
homologia com essa enzima em coelhos e ratos (MALFROY et al., 1988). 
É normalmente expressa por vários tecidos do corpo, sendo muito abundante na 
superfície das células do rim com borda em escova e em menor quantidade no intestino, 
linfonodos, condrócitos, várias glândulas (salivar, adrenal, hipófise e pâncreas) (GEE et 
al., 1985), células epiteliais, fibroblastos (PAINTER et al., 1988) pulmão, neutrófilos e 
endotélio vascular (JOHNSON et al., 1985).  
Uma de suas características é ser potencialmente inibida pelo fosforamidon, um 
produto da bactéria Streptomyces, anteriormente identificado como inibidor da 
termolisina. O uso do fosforamidon foi muito importante no primeiro estudo sobre a 
função biológica da neprilisina realizado com o metabolismo das encefalinas, um 
neurotransmissor opióide que modula as emoções e a dor (MALFROY et al., 1978; 
SCHWARTZ et al., 1980). A NEP está localizada na célula neural como uma enzima 
sináptica onde pode inativar a liberação das encefalinas (de onde vem o nome 
encefalinase), e outros neuropeptídeos como a substância P (MATSAS et al., 1983). Por 
essa razão é considerada como uma “colinesterase” das sinapses peptidérgicas 
(TURNER; TANZAWA, 1997). 
Além das encefalinas, há uma variedade de outros substratos hidrolisados pela 
neprilisina, como ocitocina, [leu] e [met]-encefalinas, neurotensina, bombesina 
(ROQUES et al., 1993; TURNER; TANZAWA, 1997) e o peptídeo vasodilatador 
natriurético atrial (ANP) (KENNY; STEPHENSON, 1988). No pulmão é capaz de limitar 
inflamações neurogênicas iniciadas por taquiquininas (SHIPP et al., 1991). A descoberta 
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de alguns substratos da neprilisina, particularmente o ANP e as encefalinas permitiram 
maiores estudos do seu uso terapêutico no tratamento da hipertensão, dor e diarreia 
(ROQUES et al., 1993; ROQUES; BEAUMONT, 1993). 
A estrutura do gene da neprilisina (MME) foi obtido através de cDNA e clone 
genômico correspondente ao gene do antígeno comum da leucemia linfoblástica aguda 
(CALLA). O gene é copia única, pouco maior que 80 kb. A sua localização foi revelada 
por hibridização in situ, sendo encontrado no cromossomo 3, na região 3q21-27 
(BARKER et al., 1989).   
Inicialmente foi descrito por D’Adamio et al. (1989) como composto por 24 exons, 
sendo que os exons 1 e 2 pertencem à região 5’ não traduzida e o exon 3 (170pb) 
codifica o códon de início de tradução, o domínio citoplasmático e o hidrofóbico. Vinte 
pequenos exons (do 4 ao 23) codificam a maior parte extracelular da enzima. O exon 24 
(aproximadamente 3400 pb) codifica 32 aminoácidos da porção C-terminal e a região 3’ 
não traduzida. Três novos tipos de cDNAs foram identificados contendo sequências 
diferentes da 5’ UTR, resultantes de recomposição alternativa dos exons 1, 2a ou 2b. 
Analisando a região 5’, Haouas et al. (1995) demonstraram a existência de vários sítios 
de inicio de transcrição e de recomposição que podem estar relacionados com a 
especificidade da expressão dessa enzima, tanto na origem dos tecidos como no 
estágio de desenvolvimento (FIGURA 4). 
 
 
Figura 4 – Esquema do gene MME e seus 4 tipos de transcritos produzidos com diferentes estruturas na 
região 5’ UTR. FONTE: Adaptado de Iwata et al., 2005. (Tradução da autora) 
 
 
Neprilisina está associada com leucemia, apresentando 100% de identidade na 
sequencia de aminoácidos do antígeno comum da leucemia linfoblástica aguda (CALLA) 
e associando-se principalmente com os precursores dos linfócitos B (LETARTE et al., 
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1988), sendo um importante marcador da superfície celular no diagnóstico da leucemia 
linfocítica aguda (GREAVES et al., 1975; QUACKENBUSH; LETARTE, 1985). É 
também expressa em diversos tipos de células malignas. 
 
Receptor EphB4 
  
Eph e seus ligantes (efrinas) formam a maior subfamília dos receptores de 
tirosina quinase, que são uma importante classe de proteína de transdução de sinais 
que modulam o crescimento e a diferenciação, e foram descritos pela primeira vez por 
Hirai et al (1987) como contendo uma região rica em cisteína no domínio extracelular. 
Representam o principal sistema de comunicação celular e tem sido envolvido em uma 
vasta gama de processos fisiológicos e de doenças. Esses receptores participam ainda 
da formação dos vasos sanguíneos, incluindo vasos sanguíneos que alimentam o tumor 
e regulam as propriedades das células cancerosas. (PASQUALE, 2008) 
As efrinas são moléculas de sinalização intracelular que juntamente com seus 
receptores medeiam vários processos de desenvolvimento. As efrinas são classificadas 
de acordo com suas estruturas e sequências, sendo divididas em efrinas tipo-A, que são 
ancorados à membrana por uma cauda; e tipo-B, que são proteínas transmembrana. 
Consequentemente, os receptores de efrinas (Eph) são classificados de acordo com as 
afinidades de seus ligantes, sendo estes receptores de efrinas tipo-A e tipo-B. 
 Como o receptor de efrina e seu ligante são encontrados na membrana celular é 
possível que ocorra uma sinalização bidirecional, ou seja, feita pelos receptores e pelos 
ligantes na célula que estão ancorados. Convencionalmente os receptores agem adiante 
enquanto as efrinas ativam um sinal reverso (FIGURA 5). Na sinalização adiante, os 
sinais são transmitidos por meio da atividade tirosina quinase do receptor. Na 
sinalização reversa, a porção extracelular do receptor faz com que as efrinas transmitam 
sinais pela fosforilação da sua região citoplasmática. (BRÜCKNER E KLEIN, 1998; 
KALO; PASQUALE, 1999; HIMANEN; NIKILOV, 2003). 
Bennett et al. (1994) identificaram uma nova tirosina quinase transmembrana em 
células humanas de carcinoma hepatocelular, chamada de quinase transmembrana 
hepatoma (HTK). Essa proteína compartilha aminoácidos, mesma localização 
cromossômica do gene e outras características com a subfamília Eph. Atualmente essa 
quinase recebe o nome de EphB4. Esse mesmo estudo ainda descreveu que o gene 
humano EPHB4 estaria localizado no cromossomo 7, na região 7q22.1. Possui 17 
pequenos exons e um transcrito de 4.329 pb 
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Figura 5 – (A) figura esquemática da estrutura do receptor Eph e seu ligante Efrina (tipo A à esquerda e 
tipo B à direita). (B) o acoplamento receptor-ligante induz a sinalização bidirecional. Tanto o receptor Eph 
quanto a efrina-B tornam-se fosforilados. Fonte: Murai & Pasquale, 2003. Tradução da autora. 
 
 
Em tecido adulto, EphB4 é transcrito em altos níveis no fígado, pulmão, rins, 
intestino, placenta, músculo e coração. É também expresso no desenvolvimento da 
glândula mamária e superexpresso em tumores de mama invasivos. Em contraste com 
a maioria dos receptores de efrinas, EphB4 não tem significativa expressão no cérebro 
(ANDRES et al., 1994; BENNETT et al., 1994; CIOSSEK et al., 1995).  
A expressão de EphB4 foi também investigada em tecido humano mamário 
normal e malígno, e foi descoberto que em tecido normal a expressão dessa proteína é 
limitada às células epiteliais secretoras, e uma elevada expressão em várias linhagens 
celulares de carcinoma de mama e em carcinoma ductal primário (BERCLAZ et al., 
1996).  
 
Câncer de mama 
 
Câncer é um conjunto de doenças que têm em comum o crescimento 
desordenado de células que invadem os tecidos e órgãos. Sua progressão dá-se a partir 
do acúmulo de alterações genéticas e/ou epigenéticas em genes reguladores do 
crescimento e diferenciação celular, como os proto-oncogenes e os genes supressores 
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de tumor. Estes regulam direta ou indiretamente os mecanismos celulares de controle 
de proliferação, morte celular e integridade genômica (KVITKO, 2003). 
Os proto-oncogenes codificam proteínas que regulam o crescimento e a divisão 
celular. Quando sofrem mutações transformam-se em oncogenes, que por ter sua 
função normal alterada, permitem a proliferação celular de forma continuada e 
independente de estímulos externos. Geralmente, basta que um dos alelos esteja 
mutado para que o fenótipo neoplásico se manifeste (BISHOP, 1991; AMENDOLA; 
VIEIRA, 2005). 
Já os genes supressores de tumor regulam negativamente a proliferação das 
células, exercendo efeito repressivo na regulação do ciclo celular ou induzindo a 
apoptose. Se ambos os alelos forem inativados, podem desencadear crescimento 
celular aberrante, contribuindo para o desenvolvimento do tumor (MARX, 1993; 
AMENDOLA; VIEIRA, 2005).  
Um tumor é considerado maligno quando suas células adquirem a capacidade de 
invadir tecidos adjacentes, e formar tumores secundários em órgãos distantes através 
de um processo chamado de metástase (LAZEBNIK, 2010). 
O câncer de mama é um dos tipos mais frequente de neoplasia, sendo no Brasil 
o segundo maior responsável pela mortalidade feminina. Cerca de 22% dos novos 
casos de câncer em mulheres são de mama. De acordo com a última Estimativa de 
Incidência de Câncer no Brasil para o ano de 2012, realizada pelo Instituto Nacional de 
Câncer (INCA/MS, 2012), o câncer de mama será o segundo mais incidente entre as 
mulheres, com 52.680 casos, sendo que a maior parte deles é encontrada nas regiões 
Sudeste (29.360) e Sul (9.350). No Paraná, estima-se uma taxa de 55,83 casos novos 
para cada 100 mil mulheres.  
O câncer de mama ocorre quando células de algumas estruturas mamárias, 
principalmente dos lóbulos e dos ductos (porção secretora da mama) começam a se 
dividir de forma anormal e incontrolável, formando uma massa de tecido independente, 
o tumor (DeFELICE, 2002).  
A glândula mamária sofre remodelamento e diferenciação mesmo em mulheres 
adultas, pois a cada ciclo menstrual passa por ondas sequenciais de proliferação e 
apoptose, e na gestação sofre ramificação dos ductos e aumento no número de alvéolos 
(NAVARRETE et al., 2005). Para possibilitar a formação de novas estruturas durante 
esse constante desenvolvimento sugere-se que existam células tronco epiteliais 
mamárias, e essas células são um potencial sítio de origem de câncer (VARGO-
GOGOLA e ROSEN, 2007). 
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O prognóstico do câncer de mama é dependente de fatores clínicos e patológicos 
tais como, existência de metástases em linfonodos axilares, tipo e tamanho do tumor, 
grau histológico, presença ou ausência de receptores hormonais (estrogênio e 
progesterona) e amplificação ou hiperexpressão do gene ERBB2 (BOGLIOLO, 2006). 
Este gene codifica uma tirosina quinase transmembrana que apresenta certa homologia 
com receptores de fatores de crescimento epiteliais. Essa proteína atua como receptor 
celular para um fator de crescimento (CARR et al., 2000). A amplificação ou 
superexpressão desse gene em pacientes com câncer de mama está associada a um 
pior prognóstico.  
Importantes fatores de risco para o câncer de mama são: história familiar, 
especialmente se um ou mais parentes de primeiro grau (mãe ou irmã) foram 
acometidas antes dos 50 anos de idade. A idade constitui outro importante fator de 
risco, havendo um aumento rápido da incidência com o aumento da idade. A menarca 
precoce (idade da primeira menstruação), a menopausa tardia (após os 50 anos de 
idade), a ocorrência da primeira gravidez após os 30 anos e a nuliparidade (não ter tido 
filhos), constituem também fatores de risco para o câncer de mama. A ingestão regular 
de álcool, mesmo que em quantidade moderada, é identificada como fator de risco para 
o câncer de mama, assim como a exposição a radiações ionizantes em idade inferior a 
35 anos (INCA/MS, 2012). 
 
Alterações gênicas  
  
 Segundo revisão feita por Feuk et al., 2006a, alteração no número de cópias 
(CNV – copy-number variant) é definida como alteração genômica em que um 
segmentos de DNA, de tamanho aproximado entre 1 kb a 3 Mb, está presente em um 
número alterado de cópias em comparação à um genoma de referência. Nessas 
alterações estão inclusas inserções, deleções e duplicações. Pode também ser 
classificada como variante estrutural submicroscópica.  
 Esse tipo de alteração pode modificar, por meio de vários mecanismos, a 
dosagem gênica, o que pode ocasionar a alteração na expressão desse gene. Por 
exemplo, duplicações podem desencadear um aumento da dosagem que levaria a um 
aumento na expressão gênica; deleções podem diminuir a dosagem e 
consequentemente diminuir a expressão gênica; deleções na região de elementos 
regulatórios, como o acentuador, poderiam levar à diminuição da expressão; deleções 
que modifiquem ou levem à perda da região promotora pode ocasionar uma diminuição 
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da expressão. A interação desses cenários ou a combinação com outros tipos de 
alterações também ocorrem, o que poderia justificar características genéticas complexas 
(FEUK et al., 2006b). 
 As alterações gênicas são eventos comuns na progressão de diversos tumores 
sólidos. Integrada a outras análises moleculares, possuem relevância como marcadores 
de pré-neoplasia, no diagnóstico precoce e ainda na escolha de tratamento 
(ALBERTSON et al., 2003). Já os perfis de expressão gênica têm sido utilizados na 
classificação e caracterização molecular de tumores, além da busca de genes 
associados a características particulares desses tumores. Somado a isso, a expressão 
gênica se mostra um poderoso preditor na evolução dessa doença (GOLUB et al., 1999; 
VAN de VIJVER et al., 2002). 
 
Colinesterases e o câncer 
 
Vários estudos mostram a relação da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase 
no processo de diferenciação, proliferação e adesão celular, na apoptose, bem como no 
processo de tumorigênese (LAYER, 1991; STEPHENSON et al., 1996; SMALL et al., 
1996; BIGBEE et al., 1999). Observa-se também uma alteração estrutural dos genes 
das colinesterases, ou ainda expressão anormal dessas enzimas em alguns tipos 
tumorais. Contudo, não se mantém um padrão do comportamento dessas enzimas no 
tecido canceroso, podendo ter suas atividades aumentadas ou diminuídas dependendo 
do tipo de tumor, sugerindo que essa variação esteja relacionada com o tipo celular em 
que o tumor se originou (VIDAL, 2005). 
Em câncer de pulmão observa-se que a diminuição da atividade da AChE 
promove o aumento da concentração da acetilcolina disponível, e isso pode acentuar a 
sinalização colinérgica e aumentar a proliferação celular, contribuindo com a progressão 
do tumor (SONG et al., 2003; MARTÍNEZ-MORENO et al., 2006). A diminuição da 
atividade da acetilcolinesterase é também observada em câncer de cólon, juntamente 
com a atividade baixa da butirilcolinesterase (MONTENEGRO et al., 2005). 
A atividade dessas enzimas também se encontra alterada em câncer de mama, 
tendo a AChE uma atividade quase duas vezes maior no tecido tumoral e a BChE 
diminuída em 65%. Já comparando linfonodos com ou sem metástase, a 
acetilcolinesterase apresentou uma significativa maior atividade nos linfonodos sem 
metástase (5,7 vezes) enquanto que a butirilcolinesterase não apresentou alteração. 
(RUIZ-ESPEJO et al. 2002; 2003). 
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Em tumores do sistema nervoso, observou-se que a quantidade de BChE 
aumenta conforme aumenta a malignidade do tumor cerebral (BARBOSA et al., 2001), e 
que a AChE induz a diferenciação morfológica em células de neuroblastoma, indicando 
uma importância dessa enzima na adesão celular e no desenvolvimento do sistema 
nervoso embrionário (JONHSON; MOORE, 2000). 
Em relação a alterações estruturais, num estudo feito por Brass et al. (1997) todo 
o braço longo do cromossomo 3 encontra-se amplificado em alguns carcinomas de 
pulmão de células escamosas. Contudo, em outros tumores desse mesmo estudo, 
apenas a região 3q26 está amplificada, sendo o gene BCHE um dos mais 
frequentemente alterado. 
Estudos mostram ainda uma significativa co-amplificação dos genes ACHE e 
BCHE em carcinoma primário de ovário e em células do sangue periférico de pacientes 
com leucemia (ZAKUT et al., 1990). A co-amplificação desses dois genes relacionados 
pode estar casualmente envolvida na etiologia de transtornos na formação, 
desenvolvimento e maturação dos elementos do sangue (LAPIDOT-LIFSON et 
al.,1989). 
A região na qual está localizado o gene ACHE (7q22), por sua vez, também está 
constantemente envolvida em quebras cromossômicas nas leucemias. Stephenson et al. 
(1996) acreditam que a perda de função do gene ACHE aumente a proliferação celular e 
diminua a maturação de células hematopoiéticas específicas. Além disso, outros autores 
sugerem ação supressora da acetilcolinesterase na hematopoiese, reduzindo a 
proliferação de células multipotentes relacionadas com a formação de eritrócitos e 
megacariócitos, e ainda promovendo a apoptose na sua progênie. Esses achados 
podem explicar a associação da alteração da expressão do gene ACHE com a leucemia 
(SOREQ et al., 1994). 
As regiões dos genes BCHE (3q) e ACHE (7q) tem sido frequentemente 
identificadas como amplificadas em tumores mamários (BURDALL et al., 2003).  Pinto et 
al. (2006) sugerem que a região 7q seja um potencial sítio candidato para a localização 
de oncogenes, visto que foi encontrado amplificado com uma certa frequência em 
carcinomas mamários.  
Em trabalho realizado em nosso laboratório, Bernardi et al (2010) demonstrou 
que os genes ACHE e BCHE encontram-se alterados (amplificados ou deletados) em 
grande parte das pacientes portadoras de câncer de mama esporádico, estando a 
deleção em maior número: 54,76% para o gene BCHE e 38,10% para o ACHE, do que a 
amplificação: 19,05% e 26,19% para BCHE e ACHE, respectivamente. Mostrou ainda 
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que a deleção desses genes está correlacionada com a amplificação do oncogene 
ERBB2, e que conforme aumenta o grau de malignidade do tumor (I, II e III) maior é o 
número de alterações nesses genes (amplificação + deleção). 
 
Neprilisina e o câncer 
  
Neprilisina tem um papel importante em vários tipos de tumores sólidos, como o 
de próstata e pulmão, em que parece agir de forma supressora, tendo sua expressão 
diminuída com a progressão da doença. A NEP regula a proliferação celular de 
pequenas células cancerosas do pulmão, pois hidrolisa peptídeos semelhantes à 
bombesina, que são fatores de crescimento dessas células. Ocorrendo quase que 
exclusivamente em fumantes de cigarro, essas pequenas células cancerosas 
expressam baixos níveis de NEP na sua superfície, e somando ao fato que a fumaça do 
cigarro inativa essa enzima, a ação dos peptídeos semelhantes à bombesina é 
potencializada por essa inibição da NEP, colaborando assim para o desenvolvimento do 
câncer no pulmão (SHIPP et al.,1991). 
Expressa pelas células epiteliais da próstata, a neprilisina atua clivando e 
inativando neuropeptídeos relacionados com o crescimento de câncer de próstata 
independente de androgênio. Sua superexpressão inibe o crescimento celular nesse tipo 
de câncer, contudo, as células metastáticas apresentam uma expressão diminuída. 
Supõe-se que a diminuição da expressão de NEP é facilitada pela eliminação do 
androgênio, e que a perda dessa enzima está relacionada com o avanço da doença por 
permitir que as células cancerosas usem neuropeptídeos mitogênicos como um recurso 
alternativo ao androgênio para estimular a proliferação celular (PAPANDREOU et al, 
1998). Em outro estudo com câncer de próstata, Osman et al. (2004) mostraram que a 
diminuição da expressão da NEP pode contribuir para a progressão do câncer após 
prostatectomia radical. 
Já no linfoma difuso de grandes células B, o mais comum subtipo de linfoma não-
Hodgkin, o aumento da expressão de neprilisina está correlacionado com o aumento no 
índice de apoptose. A neprilisina pode degradar citocinas – moléculas sinalizadoras de 
efeito protetivo da apoptose em células B. Com a inibição dessa proteção o aumento da 
expressão da neprilisina pode potencializar a capacidade de apoptose e com isso ter um 
efeito favorável na evolução clínica (BAI et al., 2003).  
No melanoma, a superexpressão da NEP é mais comum em tumor metastático 
que primário, e isso tem uma forte relação com o aumento da sua transcrição, sugerindo 
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que o acúmulo da neprilisina na metástase é decorrente do aumento da sua produção, e 
não ao aumento da meia vida ou diminuição da degradação desta proteína 
(VELAZQUEZ et al., 2007). 
Outras investigações mostraram que a expressão tumor-específica da neprilisina 
nas células do estroma pode facilitar a invasão e progressão metastática nos 
carcinomas gástricos, colo-retal e de mama (HUANG et al., 2005; OGAWA et al., 2002; 
IWAYA et al., 2002). 
Células normais mioepiteliais da glândula mamária expressam neprilisina durante 
seu desenvolvimento e após sua maturação (GUSTERSON et al., 1986). É também 
encontrada em associação com tumores mamários, sendo expressa em células do 
estroma em fibroadenoma e tumor filodes (MECHTERSHEIMER et al., 1990), 
especialmente quando esse último é maligno (TSE et al., 2005). 
O papel da neprilisina na glândula mamária e o mecanismo de sua regulação no 
desenvolvimento das células do estroma, e na associação com o câncer de mama 
permanecem não explicados até o presente momento. Entre algumas especulações 
está a sua capacidade de inativar vários peptídeos reguladores, como a ocitocina 
(STEPHENSON; KENNY, 1987), que possui atividade mitogênica e estimulante na 
diferenciação das células mioepiteliais (SAPINO et al., 1993). 
De acordo com o mostrado por Iwaya et al. (2002), a expressão de NEP não foi 
detectada em células normais do estroma da mama, mas foi encontrada nas células 
estromais de carcinoma ductal invasivo, e nos casos com presença de metástase no 
linfonodo a frequência foi muito alta, sugerindo que a expressão de neprilisina pelas 
células do estroma seja tumor-específico, estando intimamente ligada ao 
comportamento biológico agressivo, facilitando assim a invasão e a metástase de 
carcinoma mamário. Dado semelhante foi visto em estudo mais recente, em que a 
expressão dessa enzima foi maior em células do estroma de carcinoma invasivo quando 
comparada com carcinoma ductal in situ, e ainda foi associada a um maior grau do 
tumor e diminuição da sobrevida da paciente. (MAKRETSOV et al., 2007). 
A questão de como as células do estroma que expressam neprilisina pode 
aumentar a agressividade do carcinoma de mama ainda não é clara. Acredita-se que 
essas células podem interagir com as células cancerosas e com isso alterar o ciclo 
celular e ativar a locomoção celular (IWAYA et al., 2002).  
Embora ainda não se tenha esclarecido a relação direta da neprilisina com o 
câncer de mama, sabe-se que a expressão dessa enzima no estroma mamário tem um 
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poder de prognóstico da recorrência e agressividade do tumor, e é um potencial objeto 
de estudo a fim de desenvolver novas terapias.  
 
EphB4 e o câncer 
  
A família Eph de receptor tirosina quinase e seus ligantes apresentam expressão 
alterada em uma grande variedade de cânceres, incluindo mama, gastrointestinal, 
melanomas e neuroblastomas, e com diversas consequências na progressão da 
doença.  
Em particular, um membro dessa família, o EphB4, tem sido relacionado ao 
câncer. Esse receptor é essencial para a morfogênese normal da vascularização do 
embrião, no entanto, o seu envolvimento na progressão tumoral é sugerido por agir 
também como angiogênico células de câncer de mama. A formação dessa 
vascularização se dá por meio da interação entre o ectodomínio de EphB4 nas células 
tumorais e o seu ligante (efrina B2) nos vasos sanguíneos (NAKAMOTO; BERGEMANN, 
2002; NOREN et al., 2004).  
Em leucemia linfóide aguda (LLA), a região promotora do gene EPHB4 foi 
identificada como potencial alvo de hipermetilação, o que resultaria em silenciamento 
transcricional, e com isso sua expressão está frequentemente reduzida ou perdida 
nesse tipo de leucemia, sendo essa perda associada a um mau prognóstico. A 
reintrodução de EphB4 em células deficientes nesse receptor induziu significativamente 
a apoptose e reduziu o crescimento celular, sugerindo que EphB4 tem atividade 
supressora de tumor em LLA (KUANG et al., 2010).  
Essa atividade supressora de tumor foi também observada em câncer colorretal 
por Dopeso et al (2009). A modulação dos níveis de EphB4 em linhagens celulares 
desse tipo de câncer resultou em diferenças no crescimento do tumor.  Um crescimento 
mais rápido foi associado a um nível mais baixo desse receptor. A perda de EphB4 
nessas células resulta em um significativo aumento do potencial de invasão por meio da 
matriz celular. 
A expressão de EphB4 foi analisada em carcinoma de endométrio e de ovário, e 
em ambos estudos foi observado um mesmo comportamento, a expressão desse 
receptor é quase ausente em tecidos normais de endométrio e ovário, mas é altamente 
expresso nas células tumorais desses tecidos (BERCLAZ et al., 2003; KUMAR et al., 
2006). Esse mesmo comportamento foi mostrado por Xia et al. (2005) em estudo com 
mesotelioma, com uma alta expressão do receptor apenas em linhagens celulares de 
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mesotelioma e não no tecido normal. Essa alta expressão foi ainda associada a uma 
maior sobrevivência das células tumorais por favorecer o crescimento descontrolado, a 
migração e a progressão do tumor. 
No câncer de mama, o receptor EphB4 pode desempenhar atividade tanto 
promotora quanto supressora de tumor. Esse comportamento contraditório nos permite 
acreditar que o contexto celular parece também desenvolver um papel importante na 
determinação do efeito promotor/supressor (NOREN; PASQUALE, 2004). 
EphB4 participa do desenvolvimento anormal do epitélio mamário por estar 
envolvido na regulação da arquitetura do tecido e na resposta ao crescimento celular. 
Sua expressão elevada provoca aumento do potencial angiogênico, pelo estímulo 
reverso da sinalização da efrina-B2, de células mamárias e facilita a invasão tumoral 
(BERCLAZ et al., 1996; MUNARINI et al., 2001). Essa expressão alterada pode também 
ser impulsionada por amplificação gênica e prevê vantagens de sobrevivência às células 
tumorais por atenuar as vias de morte celular e regular as proteínas anti-apoptóticas 
(KUMAR et al., 2006) 
Contudo, EphB4 pode desempenhar uma atividade supressora, inibindo a 
tumorigenicidade de células cancerosas, um comportamento não muito usual para a 
família de receptores de tirosina quinase. Em células de câncer de mama, EphB4 ativa 
uma via antioncogênica envolvendo a família Abl de tirosina quinase e a proteína 
adaptadora Crk. Essa via Abl-Crk inibe a viabilidade e proliferação de células 
cancerosas. EphB4 e a via Abl-Crk estão constitutivamente ativos em células epiteliais 
mamárias não transformadas, e esse seria importante alvo de intervenção terapêutica 
ativando a sinalização de EphB4 para inibir a progressão do tumor (NOREN et al., 
2006).  
O complexo papel desempenhado pelo receptor EphB4 em câncer está ainda por 
ser melhor elucidado pois envolve questões confusas e controversas devido sua 
participação ora como supressor ora como promotor de tumor (NOREN; PASQUALE, 
2007), e novas descobertas sobre sua participação na tumorigênese são necessárias. 
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OBJETIVO 
 
 
Objetivo geral 
  
Verificar se existem alterações no número de cópias e na expressão dos genes 
ACHE, BCHE, EPHB4 e MME em tecido tumoral e não tumoral de mama. 
 
 
Objetivos específicos 
  
Determinar se as alterações no número de cópias (amplificação ou deleção) são 
semelhantes entre os genes localizados proximamente (ACHE - EPHB4) e (BCHE - 
MME). 
Traçar um perfil de expressão desses genes no tecido tumoral e não tumoral.  
Averiguar semelhanças e diferenças do padrão de expressão desses genes nos 
dois tecidos.    
 Verificar correlações entre a expressão de cada um desses genes com suas 
respectivas alterações no número de cópias. 
 Buscar associações das alterações no número de cópias e da expressão com 
parâmetros histopatológicos. 
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JUSTIFICATIVA 
 
 Em trabalho anterior de nosso laboratório foi verificado que os genes BCHE e 
ACHE estavam alterados estruturalmente na maior parte dos casos de câncer de mama 
analisados. Uma análise de genes que estão localizados próximos aos genes já 
estudados (ACHE e BCHE) e que possuem alguma relação ao desenvolvimento do 
câncer, pode indicar se essas alterações afetam apenas esses genes ou uma região 
maior do cromossomo. Por isso foram incluídos a esse estudo os genes EPHB4, que 
está a uma distância de 62.5 Kb do gene ACHE, e o gene MME que se encontra a 10.6 
Mb de distância do gene BCHE. Para complementar o estudo de alterações nessas 
regiões em amostras de carcinoma mamário, foram feitas análises da expressão gênica, 
que também irão contribuir para o entendimento sobre a participação desses genes no 
processo de tumorigênese.  
  
32 
 
CAPÍTULO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Copy number variation in ACHE / EPHB4 (7q22) and in BCHE / MME (3q26) genes  
in sporadic breast cancer 
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Resumo 
Os produtos dos genes ACHE e EPHB4 (7q22); BCHE e MME (3q26) 
desenvolvem ações frequentemente relacionadas com processos tumorigênicos como a 
regulação do crescimento, proliferação e diferenciação celular. Complementarmente, a 
acetilcolinesterase, o receptor de efrina B4, a butirilcolinesterase e a neprilisina, tem sido  
descritos com expressão alterada em diversos tipos de câncer. Esse estudo tem como 
objetivo descrever um perfil de expressão desses genes e relacioná-los com 
informações histopatológicas das pacientes. Para isso foi feito análise por RT-qPCR em 
45 amostras de carcinomas mamários esporádicos e 8 amostras de tecido normal da 
mama. A quantificação relativa foi realizada pelo método do 2
-ΔΔCt
. No carcinoma 
mamário os genes BCHE e MME encontram-se significativamente menos expressos 
(95,6% vs 4,44% p < 0,001; em ambos) e os genes ACHE e EPHB4 possuem 
quantidades semelhantes de amostras menos expressas e mais expressas (57,8% vs 
37,8% p = 0,170; 42,2% vs 46,4% p=0,752, respectivamente. Nenhuma correlação foi 
encontrada entre expressão e os parâmetros histopatológicos. Comparando as médias 
de expressão no tecido tumoral e não tumoral, novamente os genes BCHE e MME 
possuem uma expressão muito abaixo no tumor em relação à mama normal, e essa 
diferença não é encontrada nos genes ACHE e EPHB4. A região 3q26 foi relatada em 
estudo de alteração do número de cópias como tendendo a estar deletada em câncer de 
mama esporádico. Mesmo a expressão mais baixa de BCHE e MME no tumor não ter 
correlação com as alterações estruturais, sugere-se que esse evento possa contribuir 
com a instabilidade genômica em toda a região, que somado à outros fatores, e possa 
influenciar na regulação da expressão desses genes. Os genes ACHE e EPHB4 não 
apresentaram diferenças no perfil de expressão no carcinoma mamário, nem entre o 
câncer e as amostras de mama normal, sugerindo que a expressão desses genes é um 
fator não influenciado pela tumorigênese. 
Palavras-chave: expressão gênica relativa, câncer de mama, ACHE, BCHE, EPHB4, 
MME. 
 
 
Introdução 
 
 Na pesquisa de câncer, têm surgido muitos estudos aliando a busca de um perfil 
de expressão gênica com a resposta clínica, pois uma classificação molecular pode ser 
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determinante no andamento do tratamento, acelerando descobertas sobre a biologia do 
câncer e a identificação de possíveis alvos terapêuticos [1]. 
Os genes ACHE e BCHE (7q22 e 3q26.1-26.2) codificam a acetilcolinesterase e a 
butirilcolinesterase respectivamente, que são elementos fundamentais na 
neurotransmissão colinérgica. Mas, essas colinesterases possuem também uma 
atividade não clássica, com funções no processo de diferenciação celular, regulação da 
proliferação celular e apoptose [2-5].  
Esses genes encontram-se amplificados, mutado e/ou expressos de forma 
aberrante em uma grande variedade de tumores humanos, sugerindo que a sinalização 
colinérgica pode ser funcionalmente importante no crescimento celular anormal [6]. 
Estudos com linhagens celulares tumorais de pele, pulmão, cérebro, rim e próstata 
apontam um comum perfil de expressão elevada do gene BCHE. [7-12]. Já o gene 
ACHE está pouco expresso em câncer de intestino e sua superexpressão em tumores 
cerebrais foi correlacionada com a agressividade do tumor [13, 14]. 
O receptor de efrina tipo B4, codificado pelo gene EPHB4 (7q22.1), faz parte da 
maior subfamília dos receptores de tirosina quinase, que são uma importante classe de 
proteínas de transdução de sinais, modulam o crescimento e a diferenciação celular, 
além de participarem da formação dos vasos sanguíneos agem também como 
angiogênico em tumores. Frequentemente estão superexpressos em uma grande 
variedade de cânceres, incluindo gastrointestinal, melanomas e neuroblastomas. [15, 
16]. Em tecido humano mamário normal e maligno foi observado que a expressão no 
tecido normal é limitada às células epiteliais secretoras, e em várias linhagens celulares 
deste carcinoma, a expressão é elevada [17].  
A neprilisina é uma metaloprotease pertencente à família peptidase M13 [18]. 
Codificada pelo gene MME (3q21-27), está envolvida no processamento e metabolismo 
de diversos peptídeos, entre eles hormônios, imunorregulatórios e neuropeptídeos. É 
normalmente expressa em vários tecidos do corpo, como rim, intestino, linfonodos, 
condrócitos, várias glândulas, células epiteliais, fibroblastos, pulmão, neutrófilos e 
endotélio vascular [19-21]. Em tumores de pulmão e próstata apresenta expressão 
diminuída, principalmente em células metastáticas [22-23]. Contrariamente, em 
melanoma a expressão está aumentada [24].  
É expressa em células normais da mama, durante o seu desenvolvimento e após 
sua maturação [25], mas também em células do estroma tumores mamários 
especialmente quando maligno [26-27]. 
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O objetivo desse estudo foi formar um perfil de expressão dos genes ACHE, 
EPHB4, BCHE e MME, localizados em regiões já descritas como alteradas 
estruturalmente em carcinoma mamário [28], e correlacioná-los com parâmetros 
histopatológicos, a fim de obter mais conhecimento sobre o comportamento dessas 
unidades no processo de tumorigênese.  
 
Amostra 
 
Este estudo usou amostras de RNA de 45 pacientes portadoras de carcinomas 
mamários esporádicos e 8 amostras de RNA de tecido normal da mama, utilizados 
como tecido referência, ambos provenientes do Hospital Nossa Senhora das Graças e 
do Hospital de Clínicas de Curitiba (PR). A média de idade das pacientes era de 57.8 ± 
15.9 anos. Quanto ao tipo histológico do tumor, as amostras foram divididas em dois 
grupos: ductal (75%) e outros (25%), sendo agrupados nesta categoria vários tipos 
histológicos como misto, lobular, tubular, e outros, observado em poucas pacientes.  
 
Métodos 
 
 O RNA foi extraído de fragmentos de tecido normal e tumoral pelo kit RNeasy
 
(Qiagen). O cDNA foi sintetizado por um kit de transcrição reversa da Applied 
Biosystems, o High-Capacity cDNA Reverse Transcription. Para quantificar os 
transcritos específicos de cada gene foi realizada qPCR usando TaqMan
®
 Gene 
Expression Assay (Applied Biosystems). Esses procedimentos foram feitos de acordo 
com o protocolo do fabricante.  
 
Análises  
 
 Para quantificar os níveis de expressão relativa dos genes ACHE, BCHE, MME e 
EPHB4, optou-se pelo método do 2
-ΔΔCt
, que compara a quantidade de  gene alvo, 
normalizada pelos genes de referência, com um tecido calibrador [29]. A quantidade de 
cDNA obtida é apresentada em x-vezes (fold change - FC) a expressão do gene no 
tecido tumoral em comparação com o tecido calibrador (normal), indicando quantas 
vezes esse gene está mais expresso (> 1), inalterado (= 1), ou menos expresso (< 1). 
Como genes de referência foram utilizados: β-actina (ACTB), RNA ribossomal 1(18S) e 
homólogo do pumílio 1 de Drosophila (PUM1).  
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Resultados e discussão 
 
 A figura 1 apresenta os valores de FC dos quatro genes estudados para as 45 
amostras de câncer de mama. Foram feitas análises de regressão entre esses valores 
de FC e os dados histopatológicos das pacientes – tipo histológico, tamanho e grau do 
tumor, presença de metástase no linfonodo, e as três categorias de base terapêutica: 
receptores de estrogênio e progesterona e a amplificação do HER2 (também chamado 
de ERBB2) – contudo, nenhum resultado foi significativo (p > 0,05). 
 
Baixa expressão dos genes BCHE e MME 
 
Todas as amostras de câncer apresentaram alguma alteração na expressão para 
esses dois genes, sendo que 43/45 estavam pouco expressas e 2/45 mais expressas 
(95,6% vs 4,44% p < 0,001; em ambos). Diante de um comportamento tão semelhante 
no perfil de expressão no tumor, era esperada uma correlação positiva entre os valores 
de FC dos genes BCHE e MME (rs 0,495; p = 0,001).  
A fim de verificar se essa baixa expressão é um comportamento comum desses 
genes na mama normal e no carcinoma, comparamos as médias de FC dessas duas 
amostras, e vimos que o tecido normal apresenta expressão em torno de 4X mais alta 
que o tecido tumoral para o gene BCHE (t = 2,852; p = 0,021) e de 6X mais alta para o 
gene MME (t = 4,543; p = 0,002). Isso indica que a baixa expressão é uma característica 
do tecido tumoral. 
O perfil de baixa expressão mostrado pelo gene BCHE nas amostras de 
carcinoma mamário deste estudo difere um pouco do comportamento observado na 
literatura para diversos outros tipos de câncer [9, 10, 12]. No entanto, em um estudo de 
câncer colorretal, Montenegro et al., (2006) [13] descreveu esse mesmo padrão de 
expressão, quando comparou com tecido de intestino saudável. Além da expressão 
estar diminuída no câncer, a sua atividade também foi afetada, estando 58% mais baixa. 
Diversos estudos compararam a expressão da neprilisina tanto no tecido normal 
da mama como em alguns tipos e tumores, usando técnicas imuno-histoquímicas, o que 
possibilita a detecção dessa proteína de forma célula-específica, principalmente nas 
células mioepiteliais [27, 30, 31]. Ainda de acordo com estes estudos, a neprilisina está 
presente nos dois tecidos, mas um aumento da sua expressão no tumor está associado 
a um mau prognóstico, pois é encontrada preferencialmente expressa em carcinoma 
ductal invasivo, quando comparado com carcinoma ductal in situ, e também mais 
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expressa em lesões fibroepiteliais malignas em relação ao tumor filodes benigno e 
fibroadenoma. 
O presente estudo formou um perfil de expressão da neprilisina por meio de 
abordagem diferente, avaliando a quantidade de transcrito do gene MME no câncer de 
mama esporádico bem como no tecido normal.    
Contrariamente ao demonstrado pela literatura citada logo acima, nosso 
resultado indica uma quase totalidade de amostras de câncer com expressão mais baixa 
e uma média de expressão mais alta no tecido normal.  
O trabalho de Kalof et al., 2004 [32] mostra um comportamento semelhante. Foi 
comparado um gradiente de expressão da neprilisina (0, ausente; 3+, intenso) em 
lesões malignas e elementos normais da mama (ductos e lóbulos). Todas as 21 
amostras de carcinoma invasivo (12 ductais e 9 lobulares) demonstraram ausência de 
expressão, e todos os elementos normais apresentaram intensa coloração.  
Resultado semelhante também foi encontrado em estudo com carcinoma ductal 
in situ. As amostras de tecido normal tinham maior nível de expressão do mRNA, 
enquanto que no tecido tumoral 2/3 das amostras apresentavam baixa expressão. A 
expressão diminuída foi ainda associada com maior risco de recidiva da doença [33]. 
Com isso, pode-se supor que a baixa expressão de MME ocorre nos estágios iniciais da 
progressão do tumor, e se mantém após o surgimento da invasão, visto que em todas 
as 30 amostras de carcinoma ductal invasivo de nosso estudo, o gene MME estava 
pouco expresso. 
Apesar dos resultados ora concordantes ora contraditórios, as análises por meio 
de RT-qPCR e de técnicas imuno-histoquímicas podem ser complementares no desafio 
de buscar um padrão de expressão tanto no nível de mRNA quanto de atividade 
proteica desse possível marcador, possibilitando um melhor entendimento da sua ação 
no desenvolvimento e na progressão do câncer de mama.    
Alterações estruturais com ganho e perda de número de cópias envolvendo a 
região 3q26 é um evento frequente e inicial em alguns tipos de câncer, incluindo 
próstata [34]; nasofaringe [35]; cérvix, ovário e pulmão [36]; carcinoma de células 
escamosas de esôfago, boca e cabeça e pescoço [37-40]. Esses estudos ainda 
sugerem que essa região pode conter supostos oncogenes com influência no 
desenvolvimento e progressão de tumores sólidos, entre eles PIK3CA (subunidade 
catalítica da fosfatidilinositol-3-quinase); ZASC1 (fator de transcrição dedo de zinco 
semelhante a Kruppel); SnoN (nova proteína N relacionada a Ski) e IL12A (subunidade 
alfa da interleucina-12).  
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No tocante ao câncer de mama, foram demonstrados eventos de amplificações e 
deleções que abrangem todo o braço longo do cromossomo 3, sem especificar uma 
região atingida [41-44]. Em estudo anterior de nosso laboratório, vimos que essa região 
possui uma tendência a estar deletada em amostras de câncer de mama esporádico 
(56,25%) [28].  
Para ver se existe relação direta entre as deleções e a baixa expressão, foi feita 
para cada gene uma correlação (Spearman) entre o FC e os valores referentes à 
alteração estrutural (valor de Q) (dados não mostrados). Essa análise foi possível 
somente para um subgrupo de 25 amostras inclusas nos dois estudos. Contudo, 
nenhum valor significativo foi obtido.  
O fato de não haver correlação entre a alteração do número de cópias e 
alteração na expressão nos permite afirmar que a expressão mais alta ou baixa não 
reflete o maior ou menor número de transcritos e que esses genes são ativados de 
modo independente de sua amplificação/deleção. Mas, é possível imaginar que essas 
alterações estruturais contribuam com a instabilidade genômica comumente encontrada 
nos tumores. E que o somatório desses eventos possa, de alguma forma, estar 
suprimindo a expressão desses dois genes. 
Considerando a extensão de 10Mb entre BCHE e MME, e a forte correlação entre 
o perfil de expressão de ambos, seria plausível que toda a região estivesse sofrendo a 
influência de um mesmo mecanismo de regulação da expressão. Contudo, não há 
registros na literatura acerca de um mecanismo que pudesse regular expressão de toda 
essa extensão. 
Existem alguns relatos de diferentes padrões de metilação da região promotora 
do gene MME. Em amostras de cirrose com e sem carcinoma hepatocelular foi 
encontradas ilhas CpG a -388pb de distância do sítio de início de transcrição, que se 
mostrou significativamente mais metilada nas amostras de cirrose com câncer [45]. Já 
em leucemia linfoblástica aguda infantil, 84% dos GpGs identificados estavam metilados 
em amostras sem a expressão de MME, e nenhum CpG estava metilado nas amostras 
com expressão de MME, sugerindo que a metilação em sítios de ligação de fatores de 
transcrição contribui com o silenciamento desse gene [46]. Estudos futuros de padrão de 
metilação de ilhas CpG na região promotoras do gene da neprilisina e da 
butirilcolinesterase poderão contribuir para explicar a baixa expressão no câncer de 
mama.  
 
Expressão não diferenciada dos genes ACHE e EPHB4 
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Nas amostras de câncer de mama, a quantidade de transcritos menos expressos 
e mais expressos foi estatisticamente semelhante, sendo para o gene ACHE: 57,8% vs 
37,8% (p = 0,170) e para o gene EPHB4: 42,2% vs 46,4% (p=0,752) respectivamente. 
Foi obtido também um grupo de amostras (4,4% em ACHE e 11,1% em EPHB4) cuja 
expressão não se encontra alterada.  
Comparando o FC nas amostras de câncer e de tecido normal, vimos que no 
gene ACHE o tecido tumoral apresenta uma média de expressão sutilmente maior 
(quase 2x) que o tecido normal (t = -2,047; p = 0,046) mesmo exibindo perfis de 
expressão bem semelhantes. Essa diferença não é vista no gene EPHB4, pois nos dois 
tecidos a expressão desse gene encontra-se igualmente alterado (t = -0,317; p = 0,752),  
 A média de expressão do gene ACHE um pouco mais elevada no tumor quando 
comparado ao tecido normal se deve ao fato de uma amostra possuir um valor de FC 
muito acima da média (FC = 11.861; média 1.7955). Quando esse indivíduo é excluído 
da análise, a média de expressão diminui, ficando significativamente próxima da 
encontrada no tecido normal. A sutil diferença entre as médias de FC nos dois tecidos 
para o gene ACHE está influenciada pelo valor de expressão de um único indivíduo e 
não reflete o comportamento da maioria das amostras. Por isso, podemos afirmar que 
não existe diferença no perfil de expressão obtido no tumor e na mama normal. 
Semelhantemente, Munhoz-Delgado et al., 2010 [11], demonstraram que não há 
diferença entre o conteúdo de mRNA de ACHE em rim não afetado e células de 
carcinoma renal.  
No tecido mamário a expressão de EPHB4 tem sido relatada principalmente por 
testes imunohistoquímicos e apresenta resultados contraditórios. Berclaz et al., 2002 
[47] comparou a expressão desse receptor durante a carcinogênese, indicando a 
presença de EphB4 no tecido normal e pouca expressão em quase todos os carcinomas 
invasivos analisados, e sugeriu que em câncer de mama a expressão de EPHB4 não é 
compatível com a progressão do tumor.  
Diferentemente, Kumar et al., 2006 [48] demonstraram que EphB4 está expresso 
em 58% das 12 amostras de câncer e altamente expresso em 100% nas 4 linhagens 
celulares de câncer, e não foi observada expressão nas células do epitélio normal da 
mama. Resultado semelhante foi relatado por Wu et al., 2004 [49], com forte presença 
da proteína em 35% das amostras tumorais, no entanto não existe correlação entre o 
alto nível de proteína e a quantidade de mRNA analisada por RT-PCR, pois os 
transcritos foram igualmente encontrados no tecido normal e tumoral. 
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O perfil obtido pelo presente trabalho nas amostras de tumor indica que não há 
diferença entre a quantidade de pacientes com maior ou menor expressão do gene 
EPHB4. Dado que confirma o perfil da expressão dessa proteína em 126 amostras de 
carcinoma ductal invasivo, em que a porcentagem de expressão positiva e negativa é 
próxima de 50% [50]. Mas nossos dados diferem quanto à comparação da expressão 
entre tecido normal e tumoral. Os outros autores encontraram uma significativa menor 
expressão no tecido normal, e nós não encontramos essa diferença do padrão de 
expressão entre os dois tecidos. 
Para verificar se a expressão de EPHB4 e ACHE estaria sendo impulsionada por 
alterações estruturais sofridas por esses genes (tendência à amplificação) como descrito 
em trabalho anterior [28] foram correlacionados o FC e os valores de Q, relativos à 
alteração do número de cópias. Mas nenhuma correlação foi encontrada.  
Os resultados de igualdade no perfil de expressão entre os tecidos normal e 
tumoral, a semelhança na quantidade de transcrito mais expresso e menos expresso no 
carcinoma mamário, bem como a ausência de correlação com os parâmetros 
histopatológicos, nos permite sugerir que provavelmente o padrão de expressão obtido 
neste estudo parece ser um comportamento comum dos genes ACHE e EPHB4 na 
mama normal e no tumor, e não um evento influenciado pelo processo de 
carcinogênese. 
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Figura 1 – Valores de expressão relativa (Fold Change) dos genes ACHE, EPHB4, BCHE e MME nas 
amostras de tumor (t) e de tecido normal (n). Os pontos pretos são referentes à mediana. 
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DISCUSSÃO  
 
 
A investigação acerca da alteração do número de cópias e da expressão nas 
regiões dos genes ACHE-EPHB4 e BCHE-MME nos trouxe resultados que possibilitam 
inferir que para a amostra estudada as amplificações e deleções encontradas não 
possuem influência direta na expressão desses genes no carcinoma mamário. 
Esse resultado pode ter sido influenciado pela redução no número de amostras 
que foram incluídas nas duas análises. Das 32 amostras que compunham o estudo de 
alteração do número de cópias, apenas 25 puderam ter a expressão analisada. Um 
outro fator é a heterogeneidade dessa amostra em relação ao tipo histológico (ductal, 
misto, lobular, tubular, e outros). Como cada tipo histológico pode ter tido um histórico 
particular de eventos genéticos na progressão do tumor, isso pode ter inviabilizado a 
correlação entre as análises de alteração do número de cópias e expressão, bem como 
com os parâmetros histopatológicos. 
Em estudo realizado em nosso laboratório, Bernardi et al (2010) demonstrou que 
os genes ACHE e BCHE encontram-se alterados (amplificados ou deletados) em grande 
parte das pacientes portadoras de câncer de mama esporádico, sendo a deleção  o 
evento mais frequente para ambos os genes. Quando se comparam os resultados 
obtidos por Bernardi com o do presente trabalho, vê-se que eles não são concordantes, 
uma vez que para o gene ACHE a alteração mais frequente foi a amplificação. É 
facilmente entendível que esses dados discordam visto que cada trabalho foi 
desenvolvido com amostras distintas, e as análises estatísticas também foram 
diferentes.  
Diante da ausência de correlação entre alterações estruturais e os níveis de 
expressão, pode-se sugerir que as alterações no número de cópias ocorram devido aos 
já conhecidos oncogenes abrigados próximos às regiões 7q22 e 3q26, e que a 
expressão seja regulada por outro mecanismo que não o aumento ou diminuição da 
dosagem gênica. Esses eventos parecem ocorrer mais como consequência do que 
causa da tumorigênese. Isso pode ser reforçado pela ausência de relação das 
alterações do número de cópias e da expressão diferenciada com os dados clínicos 
histopatológicos. Nem mesmo quando as funções dessas proteínas tinham estreita 
ligação com o desenvolvimento e progressão da doença. 
Futuros estudos com diferente abordagem, como a investigação de mecanismos 
de regulação da expressão, possam esclarecer melhor a relação desses genes com o 
câncer de mama.  
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CONCLUSÃO  
 
 De acordo com os dados obtidos na análise de alteração no número de cópias, 
podemos concluir que: 
 As amplificações e deleções demonstradas abrangem uma região maior 
do que apenas os genes ACHE e BCHE. 
 Não existe uma relação causal direta dessas alterações com o 
desenvolvimento do tumor. 
 A alteração no número de cópias pode ser uma consequência do 
processo neoplásico, e que de alguma forma torna-se vantajoso para a 
progressão da doença. 
 
Em relação aos resultados do estudo de análise da expressão, pode-se inferir 
que: 
 Os genes BCHE e MME possuem perfil de baixa expressão em quase 
100% das amostras de tumor. E a média de expressão no tecido normal é 
significativamente mais alta. 
 Não existe correlação entre a alteração estrutural (tendência à deleção) 
desses genes com a respectiva baixa expressão. 
 O perfil de expressão dos genes ACHE e EPHB4 é igual no tumor e na 
mama normal, sugerindo que seja um comportamento comum e não 
influenciado pelo desenvolvimento do câncer. 
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APÊNDICE I 
 
Material e Métodos da análise de alteração no número de cópias 
 
Caracterização da amostra 
 
 Este estudo foi realizado com amostras gentilmente cedidas pela equipe do 
Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, UFPR, de pacientes portadoras 
de carcinomas mamários esporádicos provenientes do Hospital Nossa Senhora das 
Graças e do Hospital de Clínicas de Curitiba (PR), sendo essas amostras: 
1) DNA de fragmentos de tumores de mama;  
2) DNA de sangue periférico das mesmas pacientes utilizado como grupo 
controle. 
Os dados histopatológicos das 32 pacientes utilizadas nessa etapa estão 
descritas na tabela 1. 
 
Processamento da amostra 
  
Extração do DNA sanguíneo 
 
Extraído pelo método salting out, segundo Bignon; Fernandez-Viña (1997), com 
modificações. Esta técnica permite a obtenção de DNA de alto peso molecular e 
consiste, basicamente, no rompimento mecânico e/ou enzimático dos tecidos, extração 
das proteínas e precipitação do DNA com etanol. Cerca de 10 ml de sangue periférico é 
centrifugado com tampão de lise para células vermelhas RCLB 1X (obtido da solução 
estoque 10 X concentrada: 12,1g de Tris, 110,2 g de MgCl2, 5,8 g de NaCl) a 13000 rpm 
por 2 minutos. Este processo é repetido até a obtenção de um botão de glóbulos 
brancos que foi incubado a 60o C por 40 minutos, juntamente com 80 μl de tampão 
proteinase K 5 X (Invitrogen), 40 μl de uma solução de proteinase K (10 mg/ml), 20 μl de 
SDS 20% e 240 μl de água ultrapura. Em seguida, adiciona-se 100 μl de solução 
saturada de NaCl (6M) para a precipitação proteica, aproveitando somente o 
sobrenadante, onde está o DNA. Após nova centrifugação, é realizada a precipitação do 
DNA com a adição de 700 μl de etanol. Ao final do processo a amostra de DNA é diluída 
em 100 μl de água ultra-pura e armazenada a –20°C até o momento da amplificação por 
PCR. 
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Tabela 1 - Informações histopatológicas das pacientes.  
Parâmetros Pacientes (%) 
Tamanho do tumor (mm) 
5 – 24 
25 – 44 
45 – 64 
65 – 84 
SI 
 
37,5 
37,5 
6,3 
3,1 
15,6 
Grau do tumor 
I 
II 
III 
SI 
 
15,6 
50 
15,6 
18,8 
Metástase nos linfonodos 
Presente 
Ausente 
SI 
 
31,3 
53,1 
15,6 
Gene HER2 amplificado 
Positivo 
Negativo 
SI 
 
9,4 
78,1 
12,5 
Receptor de estrogênio 
Positivo 
Negativo 
SI 
 
71,9 
15,6 
12,5 
Receptor de Progesterona 
Positivo 
Negativo 
SI 
 
75,0 
12,5 
12,5 
Tipo histológico 
Carcinoma ductal 
Carcinoma lobular 
Carcinoma tubular 
Outros 
SI 
 
71,8 
6,3 
3,1 
6,3 
12,5 
 
 SI – sem informação. Fonte: A autora (2012) 
 
 
Extração de DNA do Tumor 
  
 Para a obtenção de DNA de alto peso molecular, o método seguido foi o de fenol-
clorofórmio. Os fragmentos do tecido tumoral foram colocados em um tubo de 
microcentrífuga, ao qual foram adicionados 80 μL de tampão da proteinase K 5 X, 40 μL 
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de proteinase K (10 mg/mL), 20 μL de SDS 20% e 240 μL de água ultra-pura, e esse 
conjunto foi homogeneizado em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado no 
bloco de aquecimento a 60ºC por 30 minutos, deixando-se atingir a temperatura 
ambiente antes de prosseguir com a metodologia. Na seqüência, foram adicionados 500 
μL de fenol saturado pH 8,0 e 400 μL de clorofórmio, homogeneizando manualmente 
várias vezes. O tubo, então, foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o 
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e foram 
adicionados a ele 50 μL de acetato de sódio 3 M e 1 mL de etanol absoluto para a 
precipitação do DNA. Em caso de precipitação de pouco DNA, a amostra foi incubada a 
-20ºC por uma hora. Esse novo tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o 
sobrenadante foi descartado. Logo após, foram adicionados 500 μL de etanol 70% e o 
tubo foi invertido gentilmente várias vezes, para lavar o DNA, antes de uma nova 
centrifugação a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo foi 
colocado em bloco de aquecimento a 55ºC por 10 minutos para que o DNA secasse. A 
amostra de DNA foi então ressuspendida em 30 a 50 μL de água ultra-pura e retornou 
ao bloco de aquecimento a 95ºC por 10 minutos, para que a solução de DNA ficasse 
homogênea. Após atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi armazenada a -
20ºC. 
 
Métodos 
 
PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 
 
É uma técnica confiável para a detecção e medida de produtos gerados durante 
cada ciclo da reação em cadeia da polimerase (PCR), sendo baseada na fluorescência. 
Durante a reação, o sinal fluorescente aumenta na mesma proporção da quantidade de 
produto amplificado, formando uma curva de amplificação com três fases distintas 
(exponencial, linear e platô) que caracterizam a progressão da PCR (FIGURA 6).  
Na fase exponencial o aumento do produto é proporcional à quantidade inicial e, 
idealmente, dobra sua quantidade a cada ciclo. Na fase linear, um ou mais componentes 
da PCR reduz abaixo da concentração crítica e a inclinação da curva começa a diminuir, 
diminuindo também sua eficiência. Por último, a PCR alcança uma fase estacionária, na 
qual não é produzido o amplicon e o sinal fluorescente permanece relativamente 
constante, é o platô (SCHEFE et al., 2006). 
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Figura 6 – Fases da curva de amplificação produzida durante a reação de PCR. Imagem gerada pelo 
software Realplex e modificada pela autora.  
 
Por ser capaz de medir os produtos de PCR conforme estes vão se acumulando, 
é possível saber a quantidade de produto em um determinado ponto na reação ainda na 
fase exponencial (GINZINGER, 2002). Por este motivo, essa técnica permite a 
quantificação, o acompanhamento da reação e a apresentação dos resultados de forma 
mais precisa e rápida, pois não mais requer a detecção em gel de eletroforese. Outras 
vantagens ainda com relação à PCR qualitativa são a maior sensibilidade, 
reprodutibilidade, acurácia e velocidade na análise (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 
2004). 
Utilizamos como método de detecção o Taqman probes (Applied Biosystems), 
que possui uma sonda cuja extremidade 5’ é marcada com um fluoróforo (FAM) e a 
extremidade 3’ com um supressor (3IABkFQ). O fluoróforo é excitado pelo termociclador 
e transfere sua energia para o supressor, por isso, FAM não emite fluorescência 
enquanto estiver transportando energia para o supressor. A sonda liga-se ao amplicon 
durante cada etapa de anelamento da PCR. Conforme vai avançando a polimerização, 
catalisada pela enzima Taq polimerase, a sonda é degradada pela atividade 
exonuclease desta enzima. Esse processo libera o fluoróforo e o supressor na solução, 
o que finaliza a transferência de energia de FAM para 3IABkFQ, levando a um aumento 
na emissão de fluorescência de FAM, que é detectado pelo termociclador. Assim, a 
fluorescência da amostra será proporcional ao número de amplicons que foram criados 
(FIGURA 7). 
 
68 
 
 
Figura 7 – Esquema do sistema de detecção Taqman utilizando sondas marcadas com 
fluorescentes. FONTE: www.appliedbiosystems.com. Tradução da autora. 
 
 
Condições das reações e montagem das placas 
 
A qPCR foi realizada no equipamento Mastercycler ep realplex2 da Eppendorf, 
em placas de 96 poços (PCR-96-AB-C, Axigen).  
Cada gene foi quantificado separadamente, em placas contendo 13 amostras de 
DNA de tumor e de sangue, um controle negativo (água ultra-pura) e uma curva padrão 
com 5 pontos de diluição de fator 4, todos em triplicata (FIGURA 8). 
Cada reação tem um volume final de 10μl/poço, sendo composto por: 2μl 
amostra (no caso do controle negativo é água); 0,5 de solução de oligonucleotídeos 
iniciadores e sondas (nas concentrações de 500 nM e 250nM respectivamente), 5μl de 
QuantiFast Probe PCR +ROX Master Mix (Qiagen) e 2,5μ de água ultra-pura. 
As etapas de amplificação possuem um ciclo inicial de desnaturação a 95ºC por 
10 minutos, seguido de 40 ciclos constituídos de: desnaturação a 95ºC por 15 
segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC, por 1 minuto. A 
fluorescência é medida ao final de cada fase de extensão. 
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Figura 8 – Esquema da placa de 96 poços contendo uma curva padrão, em vermelho; 13 amostras 
de sangue (S) e tumor (T), em azul; e o controle negativo, em preto. 
 
 
Oligonucleotídeos iniciadores 
 
A tabela 2 traz as sequências dos iniciadores e das sondas dos genes alvo 
BCHE, ACHE, MME e EPHB4 e dos genes de referência, homólogo do pumílio 1 de 
Drosophila (PUM1), 18S e β-Actina (ACTB). Estes foram utilizados como controles 
endógenos por terem seus níveis de amplificação e expressão inalterados em tecidos 
tumorais, (SCHMITTGEN; ZAKRAJSEK, 2000; BLANQUICETT et al., 2002; LYNG  et 
al., 2008; MORSE et al., 2005). Todos os iniciadores e sondas foram projetados pela 
ferramenta IDT SciTools Real Time PCR . 
 
 
Tabela 2 – Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores e sondas utilizados na qPCR. 
Gene Exon Iniciador avante Sonda Iniciador reverso 
18S  5’ GAGACTCTGGCATGCTAACTAG 3’ 5’ TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA 3’ 5’ GGACATCTAAGGGCATCACAG 3’ 
ACHE 2 5’ CACCCTATACCCAGGTTTTGAG 3’ 5’ AGATGTGGAACCCCAACCGTGAG 3’ 5’ CCCCATAGATCCAGACGAGG 3’ 
ACTB 6 5’ AGTCCCTTGCCATCCTAAAAG 3’ 5’ CCAGTCCTCTCCCAAGTCCACAC 3’ 5’ CAATGCTATCACCTCCCCTG 3’ 
BCHE 2 5’ AGGATTCTTAGCTTTGCCAGG 3’ 5’ AAACCCATGTTCCCTGGAGCCT 3’ 5’ AACCCACTGAAGAGCCAAC 3’ 
EPHB4 6 5’ GAGACCTGACTTTTGACCCC 3’ 5’ CAGGACGTAGCCCTCGAACCAC 3’ 5’ AGGATACCCCGTTCAATGC 3’ 
MME 4 5’ GCTCGACTGATCCAAAACATG 3’ 5’ CCACCACTGAGCCTTGTACAGACTTT 3’ 5’ GACATTACGTTTCAACCAGCC 3’ 
PUM1 15 5’ ACGAATGGCAGTGGAAGATAC 3’ 5’ TGAAGCCAAGTACCGCAGTGCAA 3’ 5’ CGAGAGGAAGAGAAAAGAGTGC 3’ 
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Quantificação relativa pelo método da curva padrão 
 
A quantificação relativa é determinada pela relação entre a quantidade do gene 
alvo e a dos controles endógenos (genes de referência). Os cálculos baseiam- se na 
comparação dos Cts (Cycle threshold), que correspondem aos ciclos de PCR nos quais 
o sinal de amplificação exponencial alcança intensidade fluorescente superior ao limiar 
de detecção (threshold). 
O método da Curva Padrão compara dados obtidos em uma diluição padrão de 
concentração conhecida com os das amostras estudadas (APPLIED BIOSYSTEMS, 
2004; LARIONOV; KRAUSE; MILLER, 2005; DORAK, 2006). No presente estudo, 
fizemos uma diluição seriada de razão 4 (256 ng/μl, 64ng/μl, 16ng/μl, 4ng/μl e 1ng/μl) de 
uma amostra qualquer com concentração conhecida (FIGURA 9). Vale ressaltar que foi 
utilizada sempre a mesma amostra para constituir a curva padrão.  
 
 
Figura 9 – Curva padrão com cinco pontos de diluição, no detalhe, valores referentes de eficiência. 
Imagem gerada pelo software Realplex e modificada pela autora.  
 
 
Em seguida, relacionam-se os Cts dos pontos dessa diluição seriada com os Cts 
das amostras que estão sendo investigadas, podendo-se inferir a quantidade de DNA 
(em ng) que estas últimas contêm: se uma amostra tiver um Ct equivalente ao de algum 
ponto da curva de diluição significa que ela contém a mesma quantidade de DNA que 
este determinado ponto representa (FIGURA 10). 
Foram consideradas somente as corridas de qPCR cuja curva padrão tivesse 
uma eficiência da reação (E) de 100%. Para obter essa eficiência, outro fator, o slope 
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(inclinação da curva), deve ser levado em conta, O slope é empregado na fórmula da 
eficiência, sendo: E = 10
(-1/slope)
 –1. Uma curva padrão é graficamente representada 
como uma regressão linear semi-log de CT vs. quantidade de ácido nucleico.  
 
 
 
Figura 10 – Amostra quantificada (em ng) em relação à curva padrão. Imagem gerada pelo software 
Realplex e modificada pela autora. 
 
Outros parâmetros auxiliam a nortear a obtenção de uma exímia reação, como o 
R2 (coeficiente de correlação) e y-intercept, que também são fornecidos pelo próprio 
software. O R2 mede o quão próximo é o ajuste entre a regressão linear da curva padrão 
e os valores individuais de Ct das amostras da curva padrão (um valor de 1 indica um 
ajuste perfeito entre a regressão linear e os dados individuais). Valores de R2 inferiores 
a 0,99 podem indicar problemas de pipetagem nas triplicatas das amostras e dessa 
forma a precisão dos resultados pode ser questionável. O y-intercept indica o valor 
esperado de Ct para uma amostra com quantidade 1 (por exemplo 1ng/μl) (FIGURA 7) 
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2006; APPLIED BIOSYSTEMS, 2008; EUROGENTEC).  
 
Análise dos dados – o valor de Q 
 
Para cada amostra foi obtido a quantidade dos genes alvo (BCHE, ACHE, MME e 
EPHB4) e dos genes de referência (18S, PUM1 e ACTB) tanto em tecido tumoral quanto 
no tecido sanguíneo, na reação de qPCR pelo Software Realplex 1.5 Eppendorf. Em 
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seguida, é calculada a relação (Q) entre as médias dessas quantidades nos genes alvo 
e referência nos dois tecidos, utilizando-se a seguinte fórmula (KÖNIGSHOFF et al., 
2003): 
 
   
                           
                            
 
 
Com os coeficientes de variação (CV) obtidos das triplicatas dos tumores de cada 
gene alvo e também dos tumores dos genes de referência, será obtido o desvio padrão 
(S) de Q, da seguinte maneira (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008): 
 
     
                      
               
 
 
 
     
                            
                     
 
 
 
       
      
      
     
E, finalmente: 
       
 
Dessa forma determinaremos, em valores relativos, a comparação entre a 
quantidade de cópias dos genes no sangue e no tumor de uma mesma paciente. Se a 
quantidade dos genes alvo estiver aumentada no tecido tumoral o valor obtido com esta 
fórmula será > 1; se não tiver sofrido alteração será = 1, e se estiver deletado será < 1. 
Desse valor, inferimos se o gene está ou não amplificado (presente em um maior 
número de cópias) ou deletado no tecido tumoral. 
 
Análise estatística 
 
 O programa estatístico BioEstat 5.0 (2007) foi empregado na realização dos 
testes de Correlação de Spearman e de Regressão. A Correlação foi feita entre os 
dados obtidos dos valores de Q dos genes próximos (ACHE – EPHB4, BCHE – MME) e 
a Regressão entre os valores de Q dos quatro genes e dos parâmetros histopatológicos 
das pacientes. 
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APÊNDICE II 
 
Material e Métodos da análise de expressão 
 
Caracterização da amostra 
 
Essa etapa do estudo também foi realizada com amostras gentilmente cedidas 
pela equipe do Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, UFPR, de 
pacientes portadoras de carcinomas mamários esporádicos provenientes do Hospital 
Nossa Senhora das Graças e do Hospital de Clínicas de Curitiba (PR), sendo essas 
amostras: 
1) RNA de fragmentos de tumores de mama; 
2) RNA de fragmentos de tecido mamário normal, utilizados como controle.  
A amostra de tecido tumoral foi composta por 45 pacientes, cuja idade média era 
de 57,8 ± 15,9 anos (32 – 89 anos). Infelizmente não foi possível obter informações 
sobre os dados histopatológicos de todas as pacientes, por isso a tabela 3 apresenta um 
número variável de esclarecimentos sobre esses parâmetros. O tipo histológico mais 
frequente foi o carcinoma ductal invasor (66,7%), contudo, nessa classe foram incluídos 
amostras de carcinoma ductal invasor associado a outro subtipo de carcinoma, a fim de 
possibilitar as análises estatísticas. 
Em relação à classificação patológica do estadiamento TNM para tumores 
malignos, apenas 28% das amostras possuíam alguma informação. Estando 2 amostras 
no estádio I, 6 no estádio IIA, 4 no estádio IIIA, e 1 no estádio IIIB. Outro fator de 
prognóstico é o marcador de proliferação celular Ki-67, cuja porcentagem de células 
positivas é usada para estratificar pacientes em bom e mau prognóstico. Mas 
novamente, poucas amostras (22%) possuíam tal informação: 3 amostras com 5% 
positivas, 2 com 10%, 3 com 20%, 2 com 60%. Devido a pouca quantidade de 
informação, esses parâmetros foram excluídos das análises estatísticas. 
A amostra de tecido mamário normal é composta por fragmentos de tecidos 
adjacentes ao tumor, retirados do quadrante oposto a este, respeitando a margem de 
segurança. 
 
Processamento da amostra 
 
Extração de RNA do tumor 
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Para esse procedimento utilizamos o kit RNeasy
 
(Qiagen). A partir de amostras 
de tecido tumoral, previamente processadas no Laboratório de Citogenética Humana e 
Oncogenética, é realizado o procedimento de homogeneização de 30 mg de amostra 
juntamente com 600 µL de tampão RLT, com homogeneizador elétrico, até ser obtido 
um extrato. Após centrifugação em velocidade máxima em microcentrífuga por 3 
minutos adicionamos 1 volume de etanol 70%. Transfere-se 700 µL da amostra para 
tubos específicos do kit, compostos de coluna spin e tubo coletor de 2,0 mL. Esses 
tubos são centrifugados por 15 segundos a > 10.000 rpm (> 8.000 xg).  
 
 
Tabela 3 – Informações histopatológicas das pacientes 
Parâmetros N (%) 
Tipo histológico 
Carcinoma Ductal 
Carcinoma Lobular 
Carcinoma Misto 
Outros tipos 
 
30/40 (66,7) 
2/40 (4,4) 
3/40 (6,7) 
5/40 (11,1) 
Tamanho do tumor (mm) 
5 – 24 
25 – 44 
45 – 64 
65 – 84  
 
19/41 (42,2) 
16/41 (35,6) 
4/41 (8,9) 
2/41 (4,4) 
Grau do tumor 
I 
II 
III 
 
7/40 (15,6) 
24/40 (53,3) 
9/40 (20) 
Metástase em linfonodos 
Presente 
Ausente 
 
18/37 (40) 
19/37 (42,2) 
Amplificação do HER2 
Positivo 
Negativo 
 
8/38 (17,8) 
30/38 (66,7) 
Receptor de Estrogênio 
Positivo 
Negativo 
 
33/40 (73,3) 
7/40 (15,6) 
Receptor de Progesterona 
Positivo 
Negativo 
 
33/40 (73,3) 
7/40 (15,6) 
Fonte: A autora (2012) 
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O conteúdo do tubo coletor é descartado e o tubo pode ser reutilizado. 
Adicionam-se 700 µL de tampão RW1 e repete-se o procedimento de centrifugação e 
descarte anterior. Adicionar 500 µL de tampão RPE e repetir o procedimento de 
centrifugação e descarte anterior. Adicionar novamente 500 µL de tampão RPE e 
centrifugar por 2 minutos à > 10.000 rpm (> 8.000 xg). O tubo coletor é descartado com 
o conteúdo e um novo tubo coletor utilizado. Centrifugar a velocidade máxima por 1 
minuto, então o tubo coletor deve ser descartado juntamente com o conteúdo. Um novo 
tubo coletor é utilizado e adicionar de 30 a 50 µL de água livre de RNase. Centrifugar 
novamente por 1 minuto a > 10.000 rpm (> 8.000 xg). O conteúdo do tubo coletor é 
transferido para um microtubo de armazenamento identificado para então proceder a 
leitura de concentração de RNA. 
As concentrações de RNA obtidas pela extração são determinadas utilizando o 
aparelho Nano Drop 1000. A partir delas, as soluções de trabalho de RNA serão 
preparadas com 50,0 ng/µL. 
 
Produção do cDNA 
 
A reação de retrotranscrição foi realizada segundo kit High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription
 
 (Applied Biosystems) de acordo com instruções do fabricante. 
São adicionados ao RNA: tampão RT Buffer (10x), dNTPs Mix (25x), RT Random 
Primers (10x),  enzima transcriptase reversa MultiScribe (50 U/µL) e água livre de 
RNase. Em seguida, a amostra é levada ao termociclador e submetida ao ciclo de 25ºC 
por 10 minutos, 37ºC por 120 minutos, 85ºC por 5 segundos. Ao final da reação o cDNA 
é estocado em freezer a −20°C. A concentração do cDNA de uso foi padronizada em 
7,5ng/ µL. 
 
Condições das reações e montagem das placas 
 
Para essa parte do trabalho utilizamos os kits para expressão TaqMan
®
 Gene 
Expression Assay da Applied Biosystems e a reação de qPCR foi realizada no 
equipamento Mastercycler ep realplex4 da Eppendorf, em placas de 96 poços (PCR-96-
AB-C, Axigen).  
Cada placa continha 3 amostras de cDNA a serem amplificadas por todos os 4 
genes alvo e os 3 genes de referência, um controle negativo (água ultra pura) e um 
positivo. Todas as reações feitas em triplicatas, com exceção do controle negativo 
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(FIGURA 11). O controle positivo, nesse caso, serve como um controle entre placas, 
feito sempre com a mesma amostra, para todos os ensaios, a fim de assegurar que as 
reações entre as placas são homogêneas. 
A reação possui um volume final de 10μl/poço, sendo composta por:  
 2μl amostra (ou água ultra-pura para o controle negativo);  
 0,5 de solução de oligonucleotídeos iniciadores e sondas (nas 
concentrações de 18 µM e 5µM respectivamente),  
 5μl de TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)  
 2,5μ de água ultra-pura para completar. 
 
 
Figura 11 – Esquema da placa de 96 poços contendo 3 reações dos genes alvo (em azul) e dos genes de 
referência (em vermelho), o controle positivo (em verde) e o controle negativo (em preto). Os poços 
preenchidos em cinza não puderam ser utilizados. 
 
 
Conforme indicado pela Applied Biosystems, as etapas do ciclo de amplificação 
foram: 
 temperatura inicial de ativação de 50°C por 2 minutos; 
 temperatura de desnaturação a 95ºC por 10 minutos; 
 40 ciclos constituídos de: 95ºC (desnaturação) por 15 segundos e 60ºC 
(anelamento dos iniciadores e da sonda) por 1 minuto. 
Foram mantidos os mesmo genes de referência escolhidos para o estudo de 
alteração do número de cópias: β-actina (ACTB), RNA ribossomal 1(18S) e homólogo do 
pumílio 1 de Drosophila (PUM1). Estes foram submetidos ao teste de estabilidade, 
realizado pelo software DataAssist
®
 v3.01. O resultado pode ser visto na figura 12. 
Quanto menor for o valor atribuído ao gene, mais estável ele é. Foi possível utilizar os 
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três, pois receberam valores menores que 1 (0,5678; 0,4548; 0,3841; respectivamente) 
(DATAASSIST SOFTWARE USER INSTRUCTIONS). 
 
 
Figura 12 – Teste de estabilidade dos genes de referência ACTB, 18S e PUM1. Valores dos escores 18S: 
0.4548, ACTB: 0.5678, PUM1 0.3841. FONTE: software DataAssist
®
 (2012) 
 
 
Quantificação relativa pelo método do 2
-ΔΔCt
 
  
 Para quantificar os níveis de expressão relativa dos genes ACHE, BCHE, MME E 
EPHB4, optou-se pelo método do Ct comparativo, que no presente estudo descreve a 
mudança na expressão desses genes em um grupo de amostra de tumor, normalizada 
pelos genes de referência, e comparada com um grupo calibrador de amostras de tecido 
não tumoral (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Segue a fórmula: 
 
                             
 
Sendo que AT representa o Ct do gene alvo no tecido tumoral, RT o Ct do gene 
referência no tecido tumoral, NA o Ct do gene alvo no tecido normal e RN o Ct do gene 
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referência no tecido normal. O valor obtido da quantificação da expressão relativa 
(chamado de fold change, ou abreviado em FC) indica quantas vezes esse gene está 
mais expresso (> 1), inalterado (= 1), ou menos expresso (< 1). 
Como três genes de referência foram empregados, uma média de seus Cts foi 
usada na fórmula. 
 
Análises Estatísticas 
 
 Foram realizadas Correlações de Spearman entre a quantificação de expressão 
relativa (Fold Change - FC) dos grupos de genes próximos (ACHE – EPHB4, BCHE – 
MME), e também entre o FC e os valores de Q (obtidos na análise de alteração do 
número de cópias) de cada gene separadamente, para um subconjunto de amostras 
(N=25) que foi possível incluir nas duas etapas do estudo. A diferença entre as médias 
de FC dos genes ACHE – BCHE e EPHB4 – MME foi analisada pelo teste t de Student. 
Teste esse também utilizado para comparar os perfis de expressão entre os tecidos 
normal e tumoral em cada gene. Foram feitas também regressões entre o FC de cada 
gene com os dados histopatológicos das pacientes. Todas essas análises foram 
efetuadas pelo programa SPSS Statistics 17.0.  
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APÊNDICE III 
 
RESULTADO DETALHADO 
 
Análise da alteração do número de cópias  
 
Todas as amostras analisadas das pacientes apresentaram algum tipo de 
alteração. Para os genes ACHE e EPHB4 foi observado uma tendência à amplificação 
(62,5% vs. 37,5%; p ˃ 0,1; e 53,13% vs. 46,88%; p ˃ 0,5; respectivamente) e à deleção 
para os genes BCHE e MME (56,25% vs. 43,75% em ambos; p ˃ 0,5) (FIGURAS 13 e 
14). 
 
 
Figura 13 – Gráfico mostrando alterações (%) sofridas pelos genes ACHE e EPHB4. FONTE: Bioestat 5.0 
 
 
Figura 14 – Gráfico mostrando alterações (%) sofridas pelos genes BCHE e MME. FONTE: Bioestat 5.0 
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Por meio do teste de correlação de Spearman, obtivemos uma correlação 
positiva entre os valores de Q dos genes ACHE e EPHB4 (rs 0.5948; p = 0.0004) e entre 
BCHE e MME (rs = 0.3581; p = 0.0478). (FIGURA 15) 
 
 
 
Figura 15 – Gráficos mostrando correlação positiva entre os valores de Q dos genes da região 7q22 
(ACHE-EPHB4) acima e os genes da região 3q26 (BCHE-MME) abaixo. FONTE: Bioestat 5.0 
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Testes de regressão logística foram feitos para avaliar se as alterações no 
número de cópias estão envolvidas no desenvolvimento e progressão do carcinoma 
mamário, utilizando dados das características histopatológicas como: o tamanho do 
tumor, grau histológico, tipo histológico, metástase no linfonodo, presença ou ausência 
de receptores de estrogênio, progesterona e amplificação do HER2. Nenhum dos 
valores obtidos foi estatisticamente significante (p > 0,05).  
 
 
Análise de expressão 
 
 Foi possível obter um perfil de expressão relativa das 45 amostras de carcinoma 
mamário dos quatro genes em questão (FIGURA 19 e 20). Os genes BCHE e MME 
apresentaram alteração em todas as amostras, com uma significativa maioria estando 
menos expressa quando comparada com as amostras mais expressas (95,6% vs 4,4%; 
p < 0,001; em ambos) (FIGURA 16). Já nos genes ACHE e EPHB4 algumas amostras 
não tiveram sua expressão alterada (4,4% e 11,1%; respectivamente), e foi observado 
um resultado semelhante entre as amostras mais expressas e as menos expressas 
(ACHE: 37,8% vs 57,8%; p = 0,170) (EPHB4:  46,4% vs 42,2%; p=0,752) (FIGURA 11). 
Uma correlação positiva entre o FC dos genes BCHE e MME foi obtida (rs 0,495; p = 
0,001) (FIGURA 18). Essa correlação não ocorre entre os genes ACHE e EPHB4 (rs -
0,04; p = 0,792). 
 
 
Figura 16 – Gráficos mostrando as alterações na expressão (%) dos genes BCHE e MME. FONTE: 
SPSS Statistics 17.0 
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Figura 17 – Gráficos mostrando a alterações na expressão (%) dos genes ACHE e EPHB4. FONTE: 
SPSS Statistics 17.0 
 
 
 
Figura 18 – Gráfico de correlação entre os valores de expressão relativa dos genes BCHE e MME (rs 
0,495; p = 0,001) FONTE: SPSS Statistics 17.0  
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Figura 19 – Fold Change de cada amostra para os genes ACHE e EPHB4, no tecido tumoral. 
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Figura 20 – Fold Change de cada amostra para os genes BCHE e MME, no tecido tumoral. 
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A tabela 4 apresenta os valores de comparação entre as médias de expressão 
das amostras de tecido tumoral e das amostras de tecido normal, para cada gene 
separadamente, a fim de visualizar o comportamento de expressão em cada tecido. 
Apesar do tamanho da amostra de tecido normal ser consideravelmente menor (n = 8) o 
teste é informativo. Para os genes ACHE, BCHE e MME, o perfil de expressão entre os 
dois tecidos é significativamente diferente, no entanto, para o gene EPHB4 essa 
diferença não existe, ou seja sua expressão encontra-se igualmente alterada em ambos 
os tecidos. A figura 21 traz a porcentagem de amostras com expressão alteradas nos 
dois tecidos, para cada gene. 
 
Tabela 4 – Parâmetros do valor de quantificação da expressão relativa (FC) das 45 amostras de tecido tumoral 
e das 8 amostras de tecido normal, e seus respectivos valores de t e p. 
 
 FC TECIDO TUMORAL FC TECIDO NORMAL  
GENE Mínimo Máximo Média ± DP Mínimo Máximo Média ± DP t(p) 
ACHE 0,1968 11,861 1,7955 ± 2,3356 0,7098 1,6967 1,0439 ± 0,3266 -2,047 (0,046) 
EPHB4 0,1882 2,843 1,1377 ± 0,6503 0,6096 1,5171 1,0623 ± 0,3719 -0,317 (0,752) 
BCHE 0,0049 3,684 0,3336 ± 0,5811 0,3846 2,7936 1,2357 ± 0,8604 2,852 (0,021) 
MME 0,0013 1,461 0,1835 ± 0,2827 0,4417 2,0704 1,1217 ± 0,5719 4,543 (0,002) 
         
 
Com o intuito de verificar se as alterações no número de cópias poderiam ter 
alguma relação direta com as alterações na expressão, foi feito o teste de correlação 
entre o valor de Q e FC de cada gene (FC ACHE x Q ACHE; FC EPHB4 x Q EPHB4; FC 
BCHE x Q BCHE; FC MME x Q MME), no entanto não foi encontrada nenhuma 
correlação: p = 0,146; p = 0,357; p = 0,089; p = 0,161; respectivamente. 
 Na análise de regressão, os valores de expressão relativa (FC) de cada gene 
foram colocados como variável independente, e as variáveis dependentes foram: 
metástase nos linfonodos, amplificação do gene HER2, receptor de estrogênio e 
receptor de progesterona na regressão binária; tipo histológico na regressão 
multinomial; grau do tumor e tamanho do tumor na regressão ordinal. Nenhuma dessas 
análises apresentou valores significativos (p > 0,05). 
Analisando o comportamento isolado dos genes ACHE e BCHE, observamos que 
a média de expressão do gene ACHE é de 5,5 vezes maior que a do gene BCHE (t = 
4,075; p < 0,001). 
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Figura 21 – Porcentagem das amostras alteradas (mais expressas e menos expressas) no tecido 
tumoral e tecido normal. Para os genes ACHE e EPHB4 os indivíduos inalterados foram excluídos.  
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